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(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff, a l'Institut Pasteur.) 


Parmi les différentes voies utilisées par les microbes patho- 

genes pour pénétrer dans l’organisme animal, les poumons, 

d’apres Pettenkofer, occupent la premiére place. Si accessible 

que cette voie paraisse étre, & premitre vue, aux germes patho- 
genes suspendus dans lair, il n’en est pas moins vrai que l’or- 

- ganisme animal n’est pas dépourvu de défense et possede toute 
une série de moyens de protection. D'une part, la cavité nasale 
est une sorte de filtre naturel qui retient la plus grande partie des 
poussivres etdes germes qui peuvent se trouver dans I’air ins- 
piré; d’autre part, si la poussiére et les germes franchissent 
ce premier obstacle et arrivent & pénétrer plus profondément, 
dans Ja trachée et les bronches, ils ne tardent pas a étre expulsés 
audehors avec les mucosités bronchiques et trachéales, grace a 
Vactivité de l’épithélium a cils vibratiles. 

Mais tous ces obstacles peuvent étre franchis assez facilement; 
les microbes pénetrent finalement jusqu’aux alvéoles. Et alors 
la question qui se pose est la suivante : la couche épithéliale 
normale, intacte, des alvéoles constitue-t-elle une barriére suffi- 
sante, capable d’arréter la pénétration de ces microbes dans 
Vorganisme ? 
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Jusqu’ici cette question a été résolue en des sens trés divers 
par les différents observateurs, Fliigge (1) croit cette pénétration 
fort peu probable, en se basant sur ce fait qu’il a été impossible 
detrouver des bactéries dans les différents tissus d’un organisme 
normal (Wyssokovitch) (2). Mais beaucoup d’autres auteurs sont 
en contradiction absolue avec les idées de Fliigge. La perméabi- 
lité de la couche épithéliale normale du poumon, pour les pous- 
sieres et les différents pigments, a déja été démontrée par toute 
une série de recherches, particulitrement par les travaux 
d’Arnold (3) et de ses éleves. Baumgarten et Bolte (4) ont démontré 
que les bacilles charbonneux morts franchissent trés facilement la 
couche épithéliale normale des alvéoles el peuvent étre retrouvés 
déja au bout de 3 heures, dans les follicules lymphatiques Le 
bronchiques. 

Mais cette pénétration est-elle aussi facile pour les microbes 
vivants ? 

Les recherches expérimentales qui ont été faites a ce sujet 
ont donné des résultats fort contradictoires. Morse (5) a fait des 
expériences minulieuses avec des animaux, en leur faisant 
aspirer ou en introduisant directement dans la trachée, des 
moisissures pathogénes, des spores du charbon, des cultures de 
microbes pathogénesréduites en poussieére: pas une fois l’infection 
n’eut lieu. Au contraire, Muskatbluth (6) reproduisait toujours le 
charbon en introduisant la bactéridie spécifique dans la tra- 
chée par des injections faites, soit directement & travers la 
peau et la couche musculaire, soit en se servant de la fistule 
cicatrisée de l’animal trachéotomisé. Buchner (7) a obtenu des 
résultats positifs aussi bien dans ses anciennes expériences, ou il 
faisait aspirer aux animaux de l’eau pulvérisée contenant des 
bacilles du choléra des poules et des spores du charbon, que 


dans ses expériences nouvelles faites avec les spores du charbon. 


Les lapins et les souris qui servaient a ces expériences, succom- 
baient 4 ces maladies; toutefois, lorsque les expériences d’as- 
piration étaient faites avec des bacilles du charbon, Jes animaux 
prenaient des pneumonies, mais ne présentaient pas de signes 
d’infection générale. Dans ce dernier cas, le tissu pulmonaire en- 
flammé ne contenait pas, dans certains endroits, de bacilles; dans 
d’autres, la ot le processus inflammatoire était moins prononcé, 
on en trouyait, particulitrement dans des cellules dont la plupart, 
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d’aprés Buchner, seraient constituées par les cellules épithéliales 
des alvéoles. Une partie de ces hacilles était plus pale; les 
bacilles n’étaient pas colorés uniformément, et quelquefois ils se 
présentaient a l’état granuleux. Dans ses premibres expériences 
qui ont été faites avec Enderlen, Buchner a observé le développe- 


mentanalogue de pueumonies, sans infection générale, chez des 


souris sOumises aux. aspirations de cultures du bacille du 
choléra des poules. Et dans ces cas, la masse des bacilles était 
absorbée non par les cellules épithélioides, mais par les leu- 
cocytes. 

Dans ces temps derniers, Hildebrandt (8) s’est également 
occupé de la question qui nous intéresse. Il a fait deux séries 
d’expériences : dans l'une, il faisait aspircr aux animaux des 
spores de Vaspergillus fumigatus ; dans l’autre, il introduisait, a 
travers la fistule de Vanimal trachéotomisé, des cultures du 
bacille de la septicémie des lapins et de celui du charbon. Dans 
les expériences avec laspergillus fumigatus, en faisant l’examen 
microscopique des poumons, Hildebrandt est arrivé & la con- 
clusion que les spores de ce champignon traversent facilement 
lacouche épithéliale des alvéoles etsont absorbées par des cellules 
pigmentaires ou a poussiére (Staubzellen). L’introduction dans 
la trachée de cultures de la septicémie des lapins tuait rapidement 
ces animaux. L’examen microscopique des poumons n’a pas été 
fait dans ce cas. Les lapins dans la trachée desquels on introdui- 
sait des bacilles du charbon sont restés vivants. Dans une autre 
série d’expériences ou les animaux étaient sacrifiés peu de 
temps apres l'introduction des bacilles du charbon, Hildebrandt 
est arrivé a démontrer que Jes bacilles traversaient assez rapide- 
ment la couche épithéliale des alvéoles, et étaient absorbés par 
les cellules pigmentaires. Enfin, ilrésulte dune récente communi- 
cation de Wyssokovitch (9) que, dans ses expériences également, 
les microbes saprophytes et le staphylococcus pyogenes aureus 
pénétraient facilement dans le tissu pulmonaire; seulement, 
cet auleur ne croit pas possible le passage de ces microorga- 
nismes de la surface interne du poumon dans le sang. 

Nous voyons done que la théorie de limperméabilité et a la 
continuité de la couche épithéliale des alvéoles, telle quelle a 
été formalée par Fliigge, est actuellement fortement ébranlée. Il 
n’en est pas moins vrai que toutes ces recherches sont loin 
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d’avoir complétement élucidé la question des obstacles que ren- 
contrent les microbes, lorsqu’ils pénétrent dans l’organisme a 
travers les alvéoles pulmonaires. Ces recherches ne nous indi- 
quent pas pourquoi, parmi les microorganismes, les uns péne- 
trent facilement dans le tissu du poumon, s’y multiplient et tuent 
Vanimal, tandis que les autres périssent dans le poumon sans 
avoir occasionné de lésions bien notables. I] est évident que ces 
différences doivent étre espliquées autrement que par la simple 
rétention mécanique des microorganismes dans les ganglions 
lymphatiques. Car comment expliquer alors cette différence 
énorme entre le sort du bacille de la septicémie du lapin et celui 
du staphylococcus aureus? pourquoi le premier microorganisme 
se multiplie-t-il avec une si grande rapidité et passe-t-il dans le 
systeme circulatoire, tandis que l’autre ne tarde pas a périr dans 
le poumon? 

Nous devons pourtant dire que nous possédons déja des fails 
qui jetlent un peu de jour sur cette partie si intéressante de la bac- 
tériologie. Fleck (10) adécritl’absorption du staphylococcus pyogenes 
aureus par les cellules épithéliales et par les leucocytes, dans 
la région des alvéoles pulmonaires. Le méme phénomene a été 
signalé par Muskatbluth pour le bacille du charbon. Ribbert (11) 
en injectant dans les veines des lapins une émulsion de spores 
daspergillus flavescens, a vu, dans les capillaires et les alvéoles 
pulmonaires, les leucocytes entourer ces spores, et arréter 
suivant toutes les probabilités leur propagation; plus tard ces 
spores étaient absorbées par les cellules géantes. Nous avons 
déja parlé des expériences de Buchner et Enderlen ot les bacilles 
du choléra des poules étaient absorbés, dans les poumons, 
par les leucocytes; nous avons également mentionné les faits 
qui se rapportent a l’absorption des bacilles du charbon, ainsi 
que les phénoménes qui démontrent la transformation régressive 
de ces microorganismes. Laehr (12), en introduisant des cultures 
du staphylococcus aureus dans la trachée des lapins, trouvait 
déja au bout de quelques heures tous les coccus absorbés par 
des cellules épithéliales. Ici également les coccus subissaient 


-progressivement une transformation régressive, et finissaient 


pat disparaitre complétement. Hildebrandt parle également de 


Vabsorption des bacilles du charbon par les cellules pigmentaires, 


mais, pour des raisons difficiles & comprendre, il ne s’arréte pas 
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a ce fait lorsqu’il parle de la disparition des bacilles dans le 
poumon des animaux. 

Nous avons done devant nous une série de phénoménes qui 
nous font supposer que le poumon est une sorte de champ de 
bataille phagocytique. Par conséquent iJ est tout naturel de 
penser que la sensibilité inégale de l’organisme a l’infection par 
tel ou tel microbe, s’explique par le rapport entre les forces des 
adversaires : des microbes et des phagocytes de l’organisme. 

Sur le conseil de M. Metchnikoff, nous nous sommes proposé 
de poursuivre la marche de cette lutte dans les alvéoles pulmo- 
naires, et de démontrer quels sont les éléments cellulaires qui 
y participent. 


DES RAPPORTS ENTRE LES PHAGOCYTES DU POUMON ET LES DIFFERENTS 
MICROBES. 


Pour élucider la question qui nous intéresse, j’ai fait, sur des 
lapins, une série d’expériences avec trois especes de microor- 
ganismes pathogenes: le bacille du choléra des poules, celui du 
charbon et celui du rouget des pores. 

Dans ces trois microorganismes, nous avons des ennemis du 
lapin, ennemis dont la ree est loin d’étre égale. Le bacille 
du choléra des poules tue le lapin en tres peu de temps; le 
charbon le fait moins rapidement mourir; quant au rouget du 
porc, Vinjection sous-cutanée de ces cultures est quelquefois 
fort bien supportée par le lapin. Dans tous ces cas, les 
expériences ont élé faites de méme. Apres avoir trachéotomisé 
Vanimal, Jes cultures étaient introduites directement dans la 
trachée & travers la fistule faite auparavant. L’opéralion était 
faite de la facon suivante. Apres avoir excisé un morceau de 
peau de la région trachéale, de fagon a avoir un orifice de 
forme ovale, j’écartais avec une pince les muscles longiludi- 
naux du cou et je mettais ainsi a nu la trachée. Les bords de la 
plaie cutanée étaient ensuite attirés vers les muscles dénudés et 
suturés, avec du catgut, & ces mémes muscles, de facon a ne 
laisser & découvert que la partie supérieure de la trachée. Au 
bout de 24 a 48 heures, la réunion était ordinairement complete 
entre la peau et les tissus sous-jacents, tandis que vers la méme 
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époque les parties dénudées étaient déja couvertes d'une crotte 
seche. Avec une aiguille chauffée au rouge, je pratiquais alors 
un orifice & la trachée et j'introduisais telle ou telle culture. 
Dans mes expériences avec le choléra des poules, la dénudation 
de la trachée et son ouverture par l’aiguille chauffée au rouge 
étaient faites a la fois, mais l’introduction des cultures n’était 
pratiquée qu’au 3° ou 4° jour, apres que les bords de la plaie 
étaient suffisamment protégés par la crotte. 

J’exposerai d’abord les expériences faites avec le choléra des 
poules. La virulence de la culture sur bouillon dont je me suis 
servi, était éprouvée par l’injection sous-cutanée faite 4 un lapin 
qui, le lendemain, était trouvé mort et dont le sang contenait une 
masse énorme de baciiles du choléra. 

_J’introduisais dans la trachée 3 ou 4 gouttes de culture a 
Vaide d'une pipette en verre a bout recourbé; pour permettre a 
Ja culture d’arriver jusqu’aux bronches, on maintenait le lapin, 
la téte en l’air, pendant prés de 10 minutes. L’introduction étant 
faite avec quelque précaution, la toux ne survenait pas. Ces 
expériences sur des lapins ont été au nombre de 3. Tous les ani- 
maux ont succombé au bout de 24 a 27 heures. Le sang conte- 
nait toujours une grande quantilé de microbes du choléra des 
poules; macroscopiquement, les poumons présentaient les signes 
d’une pneumonie. 

Pour examen microscopique du poumon, je procédai de la 
fagon suivante: le poumon, enlevé de la cage thoracique, 
était rempli d’alcool & 96° qu’on versait par la trachée ; une fois 
rempli d’alcool, le poumon était placé dans un flacon contenant 
également de l’alcool & 96°. Quand le tissu était suffisamment 
durci, on en coupait des morceaux qu’on montait dans de la 
paraffine. Les coupes failes au microtome étaient colorées au 
bleu de méthyle, déshydratées par.l’aniline, et montées dans du 
baume de Canada. Les parties du poumon qui 4l’eilnuse présen- 
taient déja comme atteintes de pneumonie montraient sous le 
microscope les lésions classiques de la pneumonie catarrhale. Les 
alvéoles étaient plus ou moins remplies d’un exsudat riche en 
cellules présentant des formes fort yariées. On y voyait de petits 
Jymphocytes 4 noyau fortement coloré et & protoplasma trés 
réduit; on rencontrait également des leucocytes possédant des 
noyaux multiples (les microphages) et une grande quantité de 
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macrophages, cellules volumineuses, plus ou moins aplaties, 
de forme épithélioide trés variée, possédant un noyau relative- 
ment moins bien coloré et un protoplasma qui contenait quel- 
quefois du pigment (Staubzellen). Dans les vaisseaux et les 
alvéoles, ainsi que dans les fentes lymphatiques, les microbes 
du choléra étaient en grand nombre. Dans les vaisseaux, les 
microbes étaient partout libres; leur distribution dans les 
alvéoles et les fentes lymphatiques n’était pas uniforme. Tres 
souvent on rencontrait des régions oulesalvéoles ne contenaient 
guére de microbes; enrevanche, dans d’autres, les alvéoles ainsi 
que tout le tissu en abondaient. Ce qui était intéressant a voir, 
c’était les rapports qu’affectaient entre eux les cellules et les 
microbes. Les microbes étaient groupés de préférence autour 
des macrophages. Dans la plupart des cas, les macrophages 
étaient littéralement parsemés de microbes;.quant aux autres 
cellules contenues dans les alvéoles pulmonaires, elles étaient 
bien moins souvent entourées de microbes, et encore ces derniers 
étaient-ils en nombre bien moins considérable. Mais il faut dire 
que les macrophages, malgré le nombre considérable de microbes 
qui les entouraient, n’en absorbaient guére (pl. VI, fig. 1), et ce 
n’est que tres rarement qu’on rencontrait un macrophage conte- 
nant des microbes d’une facon non douteuse(fig. 2). Lesleucocytes 
a’ noyaux multiples, lorsqu’ils étaient quelquefois entourés de 
microbes, n’absorbaient pas non plus ces derniers. 

Ainsi, ce qui caractérise le choléra des poules, c’est la pré- 
sence d’une masse de microbes libres dans toutes les parties du 
tissu pulmonaire, le passage libre de ces microbes dans le sang ', 
et une sorte d’indifférence, d’inactivité des éléments cellulaires 
envers les microbes, inactivité plus surprenante encore de la part 
des macrophages, qui en méme temps contenaient une grande 
quantité de poussiéres absorbées. Quant a la nature de ces macro- 
phages, qu’on prend ordinairement pour des cellules épithéliales 
alvéolaires desquamées, nous les étudierons d’une facon spéciale 
dans une autre partie de ce travail. Nous indiquerons seulement 
ce fait que des cellules, fort semblables 4 ces macrophages intra- 


1. Nos expériences n'ont pas élucidé la question de savoir si les bacilles pas- 
sent dans le sang par l’intermédiaire du systeme lymphatique, ou en pénétrant 
directement dans les capillaires du poumon. Du reste, ceci n’entrait pas dans le. 
programme de nos recherches. Me 
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alvéolaires, se rencontraient également dans les fentes lympha- 
Liques et dans les capillaires, ce qui parlerait en faveur de lorigine 
leucocytique de ces macrophages. 


Les phénoménes qu’on obseryait étaient tout autres a l’exa- 
men des poumons de deux lapins qui ont succombé au charbon. 
Comme les deux expériences ont présenté des particularités 
intéressantes, nous les relaterons séparément. 

Expérience I. — Grosse lapine grise. Le 6 avril, dénudation 
de la trachée. Le 7, introduction sous la peau d’un cobaye, 
d’un fil chargé de spores du charbon. Le cobaye succombe 
le 9 avril. Le méme jour, avec laiguille chauffée au rouge, 
on ouvre la trachée de la lapine et l’on y introduit 12 gouttes 
de sang pris dans le cceur du cobaye mort, a l’aide d’une pipette 
en verre stérilisée. (L’examen du sang a démontré qu'il conte- 
nait une grande masse de bactéridies du charbon.) Les bords 
de la plaie, couverte d’une croute séche, sont lavés a l’acide 
phénique au vingtieme, et l’ouverture trachéale est couverte 
d’un morceau d’ouate seche. La lapine est morte dans la nuit du 
44 au 12 avril. 

A Vautopsie, on trouve de grands foyers de pneumonie dans 
les deux poumons, de l’eedéme du tissu cellulaire du cou et du 
médiastin, et un exsudat séreux dans les plévres et le péricarde. 
Le sang, pris dans le ceeur, contenait une quantité de bactéridies 
du charbon guise coloraient admirablement bien par la méthode 
de Gram. Le suc du poumon contenait également une masse de 
ces bacilles dont une grande partie se colorait moins bien, 
quelques-uns ne se colorant pas du tout. Cette difference dans 
lintensité de coloration des bacilles contenus dans le sang et 
de ceux du poumon, était aussi trés marquée lorsqu’on em- 
ployait le bleu de méthyle. En plus, dans le suc du poumon, on 
trouvait beaucoup de petits bacilles qui ressemblaient un peu 
aux bacilles de la septicémie des souris. 

A examen microscopique da poumon, a cété des phéno- 
ménes ordinaires de la pneumonie, j’ai trouvé les deux espéces 
de bacilles que nous avons signalés dans le suc du poumon. Les 
vaisseaux contenaient une quantité de bactéridies du charbon; 
par place, ces bacilles ne se coloraient pas du tout (par la mé- 
thode de Gram et de Weigert), tandis que dans d’autres 


= 


ee ee ee ae ee 


sd 


: 

4 
F 

é 
-i§ 
q 


LA PHAGOCYTOSE DANS LES POUMONS. 345 


endroits la coloration des bacilles était tout a fait normale. Les 
bacilles étaient trés rares dans les alvéoles, et encore y élaient- 
ils absorbés par les macrophages et présentaient-ils des phéno- 
ménes de dégénérescence, dont nous reparlerons a l’occasion de 
notre deuxiéme cas ot ces phénomenes étaient bien plus accusés. 
En revanche, les alvéoles contenaient de gros amas de petils 
bacilles, dont nous avons déja parlé, et qui se coloraient parfai- 
tement avec le procédé de Gram-Weigert. Une partie de ces 
bacilles était libre, une autre était enveloppée, absorbée par les 
macrophages. Dans ce cas, nous rencontrons le méme phéno- 
méne de l’insensibilité de certains bacilles du charbon & la colo- 
ration, fait qui a déja été constaté par Buchner dans ces cas de 
pneumonie charbonneuse. Pour Buchner, ce fait démontre que 
ce n’est pas seulement la phagocytose qui tue les bacilles dans 
le poumon, mais que les liquides du poumon, modifiés par un 
processus inflammatoire, jouissent également de cette propriété. 
Dans notre cas, ow il existait une infection double, il est plus 
naturel d’expliquer ce phénoméne par l’action des produits de 
sécrétion de la seconde espéce de bacilles, sur les bacilles du 
charbon. 

Expérience I].— De méme que dans|’expérience précédente, un 
cohaye est infecté du charbon, et une fois!’animal mort, son sang, 
contenant une grande quantité de bacilles du charbon tout a fait 
normaux et se colorant bien, est introduit dans la trachée d'un 
lapin. Cette fois la quantité de sang introduit fut de 14 gouttes, 
et le lapin a succombé 2 jours aprés Vopération. A l’autopsie, 
on trouve de l’cedéme du tissu cellulaire du cou et du médiastin, 
un exsudat dans les plévres et le péricarde, des foyers de pneu 
monie dans le lobe moyen, a droite, et dans les lobes inférieurs 
des deux poumons. A l’examen microscopique, on a trouvé une 
grande quantité de bactéridies du charbon tout a fait libres dans 
Jes vaisseaux, et se colorant d’une facon tout a fait normale par 
la méthode de Gram-Weigert. Les alvéoles contenaient peu de 
bactéridies, et encore ces derniéres étaient-elles absorbées par les 
macrophages et présentaient-elles les signes d'une dégénéres- 
cence a des degrés différents. On y trouvait des bacilles qui 
étaient gonflés, un peu plus pales qu’a l'état normal; il y en 
avait qui ne se coloraient que sur les bords, tandis que le milieu 
restait non coloré; d’autres étaient tres minces, a bords iné- 
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gaux, rongés en quelque sorte (PI. V, fig. 3 et 4). On en voyait 
en qui étaient parfois tellement désagrégés, que la disposition 
des granulations en série et la présence des formes intermé- 
diaires permettaient seules de conclure que ces granulations 
étaient des restes de bacilles. 
Nous avions donc ici une lutte, non sans succes, entre les 
phagocytes du poumon et les bactéridies du charbon; si l’animal 
n’en est pas moins mort, nous devons aliribuer ce résu!tat a la 
multiplication rapide des bacilles 4 V'intérieur des vaisseaux. II 
est difficile de dire si les bacilles ont pénétré dans les vaisseaux 
a travers les alvéoles ou a travers les bords de la plaie trachéale, 
par infection locale. Pourtant celte seconde voie nous parait 
bien plus probable, si nous voulons bien nous rappeler que chez 
Vanimal il a existé un cedéme tres prononcé du tissu cellulaire 
du cou. 
- Le fait de la destruction rapide des bacilles par les phago- 
cytes du poumon explique d’une facon tout a fait naturelle les 
résultats négatifs obtenus par Morse, Buchner, Hildebrandt, 
dans leurs expériences sur l’introduction des bacilles du char- 
bon dans les poumons des animaux. 


Pour Je rouge! des porcs, nous avons fait en tout sept expé- 
riences. Dans trois de ces expériences, les lapins qui ont subi 
Vintroduction dans la trachée des cultures sur bouillon de ce 
microbe, ainsi que les lapins témoins a qui les cultures ont été 
introduites par.injection sous-cutanée, sont restés vivants. Une 
injection sous-culanée de la méme culture, faite 4 un pigeon, a 
tué Panimal. Dans les quatre autres expériences, les animaux 
étaient sacrifiés & des intervalles variables aprés l’'introduction 
des microbes dans la trachée. Les quantités de culture intro- 
duiltes ont été.de 15, 63, 80 et 120 gouttes. Les lapins ont été 


tués: le 4°, 3° et 2° jour aprés Vinjection; dans la 4° expérience, 


animal a été sacrifié 4 heures apres. Dans tous les cas, excepté 
dans le premier, les poumons présentaient des lésions de pneu- 
monie plus ou moins prononcées. Ces lésions ont été surtout 
marquées chez les lapins 2 et 4 qui avaient déja subi auparavant 
(6 jours pour le lapin 2 et 21 jours pour le lapin 4) une. injec: 
tion intratrachéale de ces cultures, et qui l’avaient facilement 
supportée. Chez les lapins 1 et 3, la recherche des bacilles du 


Oe 7 en 


ee ey ee ee Oe ee ee ee eee Tes 


LA PHAGOCYTOSE DANS LES POUMONS. 347 


rouget dans les poumons a donné des résultats tout a fait négatifs ; 
chez les lapins 2 et 4, on en trouvait encore dans les poumons, 
mais tous les bacilles étaient contenus dans les macrophages. 
et il n’en existait pas de libres. Sous ce rapport, le dernier cas 
est particulitrement intéressant en ce sens que 4 heures apres 
lintroduction dans la trachée d’une grande quantité de culture, 
on ne trouvait plus que des bacilles isolés, et encore ceux-ci 
étaient-ils déja absorbés par les macrophages. 

Dans le second cas, les phénoménes inflammatoires étaient 
tres prononcés. Les alvéoles pulmonaires abondaient en cellules 
de toutes formes, en commencant par les lymphocytes et en 
finissant par les gros macrophages épithélioides et les cellules 
géantes. Le nombre de ces derniéres était considérable, et, entre 
celles-ci et les lymphocytes, on trouvait toutes les formes inter- 
médiaires (Pl. VI, fig. 5, 6 et 7). Quelques-uns des macrophages 
et des cellules géantes contenaient 4 leur intérieur des bacilles 
du rouget. Dans les vaisseaux fortement dilatés, on était égale- 
ment frappé de la quantité de leucocytes et, surtout, de macro- 
phages de dimensions moyennes: ces derniers tout a fait 
identiques a certains macrophages qu’on rencontrait dans les 
alvéoles. 

Nous voyons done que Vintroduction dans les poumons du 
lapin des cultures du rouget du pore provoque l’apparition, 
chez l’animal, des processus inflammatoires : les alvéoles se 
remplissent d’éléments cellulaires qui atteignent ici des dimen- 
sions énormes, absorbent les bacilles introduits et finissent 
par les détruire. L’absorption par les cellules se fait avec une 
telle rapidité, que 4 heures apres l’introduction des bacilles 
dans la trachée on les trouvait, dans les poumons, tous contenus 
dans les macrophages. Ici encore nous voyons que la destruction 
des microbes pathogenes qui ont pénétré dans les alvéoles 
pulmonaires se fait par l’intermédiaire des cellules, et, principa- 
fement, par l’intermédiaire de gros macrophages. Ces cellules 
contiennent fréguemment du pigment et sont identiques aux 
cellules & poussiére. Dans le chapitre suivant, nous nous propo- 
sons d’étudier l’origine de ces cellules. 
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II 


DE L'ORIGINE DES MACROPHAGES ET DES CELLULES PIGMENTAIRES 
DU POUMON. 


La question de l’origine des macrophages du poumon, qu’avec 
Ins on appelle encore cellules 4 poussiére (Stawbzedlen) lorsqu’ils 
contiennent des particules de poussiéres absorbées, a depuis 
longtemps intéressé les observateurs. Et ceci d’autant plus que 
la présence de ces cellules dans les crachats était considérée 
comme ayant une grande valeur clinique et diagnostique. Cette 
question avait été résolue de différentes facons en rapport avec 
les diverses théories régnantes. Virchow (13) altire l’attention 
sur la présence du pigment dans les cellules épithéliales et 
« catharrales ». Knauff (14) décrit deux formes de cellules conte- 
nant de la suie : des cellules volumineuses qu'il fait dériver 
des cellules caliciformes desquamées des bronches, et des 
petites cellules qui procéderaient, d’apres lui, de lépithélium 
alvéolaire. Knauff voit une confirmation de cette théorie dans 
ce fait que, dans ses expériences, il trouvait de ces cellules 
qui ne s’étaient pas encore séparées de la paroi des alvéoles; 
ou, plutét, qui siégeaient encore sur ces parois. Les recherches 
de Slaviansky (15) ont fortement ébranlé cette théorie. Par 
ses expériences sur Vintroduction dans la trachée du cinabre, 
du bleu d’outremer, de l’indigo, du charbon en poussiére, 
Slaviansky est arrivé & conclure que les cellules pigmentaires 
ne provenaient pas seulement de J’épithélium. D’aprés lui, 
Pépithélium est capable d’absorber ces corps en poussiére sans 
subir pour cela des modifications bien importantes; quant aux 
cellules @ poussiére libres qu’on rencontre dans les alvéoles, 
elles procéderaient des leucocytes qui ont émigré hors des vais- 
seaux. Kn injectant du cinabre dans une veine, Slaviansky 
retrouvait dans les alyéoles pulmonaires des cellules contenant 
des particules de cinabre, et de cette facon il arrivait a démon- 
trer lorigine leucocytique, au moins, de certaines cellules pig- 
mentaires. Ins (16) a déja une tout autre opinion sur ces cellules 
a poussiére, et il ne reconnait pas a |’épithélium le moindre role 
dans leur formation. Il a notamment observé, dans les alvéoles, 
Yabsorption du pigment par des cellules qui ressemblaient for- 
tement aux leucocytes : ces cellules augmentaient de dimensions, 
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se gonflaient et prenaient l’aspect habituel de grosses cellules 
pigmentaires. 

Avec Ruppert (17) nous revenons de nouveau a |’ancienne 
théorie. D’aprés ses expériences sur de jeunes chiens (l’age n’est 
pas indiqué), auxquels il faisait aspirer la suie d’une lampe, 
Ruppert arrive & la conclusion que c’est ]’épithélium qui absorbe 
les particules de charbon. Quant al’émigration des leucocytes que 
Slaviansky a notée dans ses expériences, Ruppert y voit le résul- 
tat de lirritation causée par V’introduction dans la trachée des 
poussieres en suspension dans un liquide, les conditions de l’ex- 
périmentation différant trop, dans ce cas, de l'état normal. 

Schottelius (18) accepte une double origine pour les cellules a 
poussiére, qui d’aprés lui pourraient provenir de I’épithélium et 
des leucocytes. Arnold (3) décrit également deux especes de 
cellulesa poussiéres: les unes plus petites, lymphoides, les autres 
épithéliales. D’aprés lui, ces derniéres seraient plus volumineuses, 
aplaties, avec un grand noyau clair. Quelquefois il a rencontré 
des particules de suie dans des cellules qui ne s’étaient pas 
encore détachées de la paroi alvéolaire. 

Enfin, Fleiner (49) a fait paraitre tout derniérement un tra- 
vail & ce sujet. De ses expériences ow il introduisait, & travers 
la trachée, dans le poumon, du sang et de l’encre de Chine dé- 
layés dans une solution physiologique de chlorure de sodium, 
il conclut que des particules d’encre de Chine peuvent encore, 
mais d’une fagon tout a fait exceptionnelle, étre absorbées par 
lépithélium, tandis que les hématies ne le seraient jamais. 

Nous avons donc en somme troisthéories concernant l’origine 
des cellules & poussiére. Tandis que les uns n’admettent que 
leur origine épithéliale, les autres ne reconnaissent gue leur 
nature purement leucocylique, el enfin les derniers admettent 
une origine mixte, a la fois épithéliale et lymphoide. Tous les 
observateurs, a l'exception d’Ins, reconnaissent a l’épithélium 
pulmonaire la propriété d’absorber les poussiéres étrangeres, de 
méme que la plupart d’entre eux admet que les cellules épithé- 
liales se détachent des parois alvéolaires, se gonflent et devien- 
nent cellules pigmentaires. Mais sur quoi en somme est basée 
cette conclusion? D’une part les observateurs s’appuient sur la 
ressemblance morphologique qui existe entre les cellules 4 pous- 
siere et Jes cellules épithéliales. Et en réalité, la ressemblance 
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entre ces cellules et les cellules épithéliales aplaties de la 

F: cavité buccale, par exemple, est tres grande. Mais si l’on com- 

pare les cellules a poussiére aux cellules de l’épithélium alvéo- 

laire de "homme ou des animaux qui ont servi Aces expériences 
(lapins, cobayes, etc.), on s’apergoit que la ressemblance entre 

eB ces deux especes de cellules n’est pas bien accusée. 

a D’apres les recherches d’Elenz (20), d’Ebert (21), de Kate 

z ner (22), de Verraguth (23), de Feuerstack (24) et d’autres obser- 

ee yateurs, l’épithélium du poumon se compose de grosses plaques 

. polygonales dépourvues de noyaux, et de cellules plus petites a 

+ noyaux, ces derniéres implantées en quelque sorte entre les pre- 

q mieres. | 
# Entre les plaques sans noyaux et les cellules a poussiére, il 
n’existe aucune ressemblance; quant aux petites cellules épithé- 

liales 4 noyaux, la différence entre elles et les cellules a pous- 

sitre n’est pas moins grande qu’entre ces derniéres et les gros 
leucocytes a un seul noyau (les macrophages du sang), qu’on 
rencontre dans Jes vaisseaux, de telle sorte qu'il parait tout a 

fait inadmissible de vouloir préjuger la nature des cellules a 
poussiere d’aprés leur seule forme épithélioide. 


| Un autre argument mis en avant par beaucoup d’observa- 
@ teurs, en faveur de la propriété de l’épithélium d’absorber la 
4 poussiére, est le suivant : dans les alvéoles, on trouve des cel- 
Be lules contenant des poussiéres ou de la suie, et ces cellules con- 4 


tinuent a siéger sur la paroi alvéolaire. Mais nous ne devons 
(: pas oublier qu’un leucocyte, émigré dans une alvéole, peut siéger 
Ee sur la paroi alvéolaire et simuler parfaitement une cellule épi- 
‘ théliale. A exception de Ruppert, la plupart des observateurs 
B ont expérimenté sur des animaux adultes, dont les alvéoles pou- 
vaient contenir déja des cellules & poussiére tout a fait formées, 
oe ainsi que des leucocytes nouvellement émigrés capables d’ab- 
sorber les poussiéres étrangeres. Sous ce rapport, les expériences 
de Ruppert sur de jeunes chiens auraient pu étre bien plus déci- 
% sives; malheureusement il n’a pas noté lage de ses chiens, et 
4 de plus, ses recherches ont été faites & une époque ov la con- 
1 naissance des différentes formes de leucocytes n’était encore 
que fort imparfaite. . 

Les travaux d’Ehriich et de Metchnikoff, qui ont élargi et com- 
plété nos connaissances sur les leucocytes, obligent a revoir 
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et a refaire bien des pages de pathologie. Au nombre de ces 
questions & revoir vient se placer la question de la propriété de 
Pépithélium d’absorber les poussiéres étrangeres, question qui 
paraissait pouvoir étre résolue d’une facon si simple. 

Pour voir si l’épithélium alvéolaire posséde des propriétés 
phagocytiques, nous avons entrepris une série d’expériences sur 
des cobayes nouveau-nés, sur des grenouilles et sur des poissons. 
On sait que la vessie natatoire des poissons possede une couche 
épithéliale qui, au point de vue embryologique, correspond a 
Pépithélium pulmonaire. La structure si simple de la vessie 
natatoire, absence de pigment, et la grande accessibilité de 
cet organe, le rendaient tout a fait propre aux recherches que 
nous nous proposions. Les expériences sur les poissons ont été 
faites de la fagon suivante : 4 V’aide d’une seringue de Pravaz, on 
injectait dans la vessie natatoire de l’encre de Chine on du 
carmin, en suspension dans une solution physiologique de 
chlorure de sodium (a 0,7 p. 100). Les poissons étaient ensuite 
sacrifiés a des intervalles variables apres l’opération. Pour nos 
expériences nous nous sommes servis des variétés de cyprinides 
connus sous le nom de « carpe-carasson ». Il est assez facile 
d’arriver jusqu’a la vessie natatoire, si l’aiguille de la seringue 
de Pravaz est introduite le long de Ja ligne latérale, un peu en 
avant de l’extrémité antérieure de la grande nageoire dorsale. 
Le poisson une fois sacrifié au bout d’un certain temps, je 
lacérais la vessie que j’ouvrais et lavais avec beaucoup de pré- 
cautions, pour enlever de la surface interne le résidu de la sub- 
stance introduite. La surface épithéliale était ensuile passée au 
nitrate d’argent (solution de 4 p. 100), et pour obtenir la soli- 
dification de la piece on la mettait dans lalcool; les coupes 
étaient colorées avec de l’hématoxyline ou de la vésuvine. 

Sur des coupes préparées de cette fagon, l’épithélium de la 
vessie apparaissait sous forme d’une couche continue de cellules 
aplaties, polygonales, divisées par de lignes brun foncées et 
contenant de gros noyaux ronds faiblement colorés en violet 
(hématoxyline). Bien que le carmin fat resté sur la surface épi- 
théliale de la vessie plus de 4 jours, les cellules épithéliales ne 
contenaient pas trace de cette substance; mais dans la profon- 
deur des lissus on rencontrait des grains de carmin, tantdt libres, 
tantot contenus a l’intérieur des cellules migratrices. De cette 
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facon, mes expériences sur l’épithélium de la vessie natatoire 
des poissons ne m’ont donné que des résultats absolument néga- 
tifs, les cellules épithéliales s’étant montrées complétement dé- 
pourvues de propriétés phagocytiques. 

Nous allons passer maintenant aux expériences sur des gre- 
nouilles. Schottelius introduisit du cinabre dans les poumons 
des grenouilles. En examinant les crachats expulsés dans les 
acces de toux par ces animaux, il a trouvé, parmi les cellules 
différentes dont se composaient ces crachats, de grosses cellules 
gonflées, & noyaux volumineux, contenant du cinabre. Ces cel- 
lules se rencontraient également dans les alvéoles pulmonaires, 
en partie libres, en partie siégeant sur la surface des parois. 
Schottelius affirme avoir pu suivre les formes intermédiaires 
entre ces cellules et les cellules épithéliales du poumon. Sches- 
topal (25), qui a reproduit ces expériences, a observé la pénétra- 
tion directe des pigments introduits, dans les poumons, dans les 
espaces lymphatiques, a travers les fentes ou stomates qui exis- 
tent entre les cellules épithéliales. I] croit possible absorption de 
grains pigmentaires par!’ épithélium, mais ilnel’ajamais observée. 

Dans mes expérieuces, j’introduisais dans les poumons des 
grenouilles, a l'aide d’une pipette en verre, du carmin finement 
pulvérisé et en suspension dans une solution physiologique de 
chlorure de sodium. Pour l’examen, les poumons excisés étaient 
soumis a l’action d’une solution de nitrate d’argent au 500° qu’on 
versait dans la trachée, étendus ensuite sur une lame de verre 
et colorés ala vésuvine; ou bien, ils étaient préalablement soumis 
a Vaction de lalcool qui les solidifiait, pour étre montés ensuite 
dans de la paraffine. Aussi bien sur les poumons étalés que sur 
les coupes de cet organe, on pouvait se convaincre que l’épithé- 
lium alvéolaire n’absorbait pas de carmin. Sur les coupes, on 
voyait que le carmin pénétrait assez rapidement dans les espaces 
lymphatiques, dans les cloisons qui séparent les chambres & air, 
improprement appelées alvéoles, et que la plus grande partie de 
la substance colorante y restait libre, bien qu'on trouvat des cel- 
lules migratrices contenant du carmin. Quant a I’ épithélium de 
ces alvéoles, ilne contenait pas trace de carmin. En sacrifiant les 
grenouilles méme au 5° jour apres l’opération, je n’en trouvais 
pas moins des quantilés de substance colorante libres dans les 
sacs alvéolaires et dans les fentes ]ymphatiques. 
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Pour étudier la méme question chez des mammiferes, j'ai 
fait une série d’expériences sur des cobayes nouveau-nés. Pour 
me familiariser préalablement avec les propriétés normales des 
poumons de ces animaux,j’ai successivement examinéles poumons 
d'un cobaye né avant terme, mais ayant déja respiré; ceux d’un 
cobaye 4 terme, une heure apres sa naissance ; ceux d’un cobaye 
de vingt-quatre heures, et finalement ceux d’un cobaye de six 
jours. Chez tous ces cobayes, les alvéoles pulmonaires ne con- 
tenaient guére de leucocytes de n’importe quelle espece. Déja 
chez les cobayes nouveau-nés, l’épithélium alvéolaire se pré- 
sente comme composé principalement de minces plaques poly- 
gonales dépourvues de noyaux et de volume différent; ces plaques 
sont, en plus, séparées par des lignes plus ou moins réguliéres 
colorées en brun par le nitrate d’argent. (PI. VII, fig. 8.) Trés sou- 
vent ces cellules paraissent posséder un noyau, mais un examen 
attentif ne tarde pas a faire voir, dans la plupart des cas, que ces 
noyaux sont situés sous la couche des plaques épithéliales, et 
qwils appartiennent en partie a l’endothélium du capillaire, en 
partie aux cellules du tissu conjonctif. Ceci est d’autant plus évi- 
dent que tres souvent les lignes qui séparentles plaques épithé- 
liales passent a travers ces noyaux, et que les noyaux eux-mémes 
sont disposés de préférence dans les parties qui avoisinent les 
capillaires. Les petites cellules épithéliales 4 noyaux qui ont été 
décrites par Elenz, Ebert et autres, el qui, d’aprés ces auteurs, 
seraient implantées entre les plaques épithéliales dépourvues de 
noyaux, se rencontrent chez les jeunes cobayes en nombre fort 
restreint. Dans la plupart des cas, lorsqu’il nous arrivait d’obtenir 
une paroi alvéolaire bien conservée, bien imprégnée de nitrate 
d argent et bien colorée (hématoxyline), ces cellulesne se faisaient 
pas voir, et les rares noyaux qu’on rencontrait parfois apparte- 
naient, d'une facon touta fait évidente, aux cellules des capillaires 
et du tissu élastique des trabécules. L’absence de cellules pig- 
mentaires complétement formées dans les alvéoles des animaux 
nouveau-nés, les rend particulitrement commodes pour l'étude de 
la question qui nous intéresse, a savoir, les origines des gros ma- 
crophages alvéolaires, autrement dit cellules & poussiére, ct les 
propriétés de l’épithélium alvéolaire d’absorber les poussiéres 
étrangeres. 

Les expériences faites ont été de deux sortes. Dans Jes 
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unes, je faisais aspirer de la suie a Vanimal; dans les autres, 
j'introduisais du carmin dans les alvéoles, en employant la voie 
trachéale. Pour l’'aspiration de la suie, je me suis servi d’une 
grande cloche en verre. Le cobaye était placé dans la partie supé- 
rieure de la cloche, dans un panier en fil de fer a larges mailles, 
posé sur un trépied ; quant 4 la lampe a benzine qui fumait, elle 
était mise dans la partie inférieure de la cloche. La ventilation 
se faisait & travers une fente ménagée entre les bords de la cloche 
etleplancher. Quelques minutes aprés l’introduction dela lampe, 
latmosphére de la cloche était remplie de suie. Les séances 
d’aspiration avaient une durée de deux heures. Pour ces expé- 
riences, je prenais des cobayes qui venaient de naitre, et pour 
tuer ces animaux, a des intervalles différents apres la séance, 
je me servais de chloroforme. Aussitot apres la mort, les pou- 
mons excisés étaientremplis d’alcool a 96° qu’on versait par la 
trachée, et tout Porgane était également plongé dans l’alcool. 
Quelquefois les poumons, avant d’étre mis dans l’alcool, étaient 
soumis @ l’action du nitrate d’argent d’apres Ja méthode de 
Chrjonschtchewski. Une fois l’organe solidifié, onen coupait des 
morceaux qu’on mettait dans de la paraffine; ces coupes étaient 

colorées a l’hématoxyline. 
Comme exemple nous allons décrire l’expérience suivante. 
Le 22 avril, entre midi et 6 heures du soir, 4 cobayes sont 
nés. Deux sont mis sous la cloche & 6 heures 3/4; l’un est retiré 
a8 heures 30 (au bout de 1 heure 45 minutes) et tué aussitdt par 
les vapeurs de chloroforme. Le second est resté sous la cloche 
jusqu’a 8 heures 45 minutes et est tué 14 heures aprés. Le troi- 
siéme cobaye est soumis a une séance d’aspiration de 2 heures, 
24 heures aprés sa naissance; il est tué une heure apres la fin de 
Vexpérience. Le quatritme cobaye n’était pas soumis aux expé- 
riences d’aspiration, mais il a été sacrifié en méme temps que 
le 3° pour pouvoir servir de terme de comparaison. Chez le pre- 
mier cobaye, tué aussit6t quel’expérience d’aspiration fut finie, 
les alvéoles contenaient une quantité assez considérable de suie 
qui était disposée sur les parois des alvéoles. Nulle part on ne 
voyait de suie absorbée par les cellules épithéliales, et les pou- 
mons, en général, ne présentaient aucun phénoméne de réaction. 
Chez le second cobaye, tué 14 heures apres la séance d’aspi- 
ration, la plus grande partie de la suie était encore libre dans la 
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cavité des alvéoles ou elle était disposée sur les parois ; mais une 
autre partie avait déja pénétré dans les fentes lymphatiques et 
dans les follicules lymphatiques péribronchiques et périvascu- 
laires. Ici également l’épithélium alvéolaire n’avait pas absorhé 
la suie, mais il était en quelque sorte enduit de cette substance. 
Pourtant, dans la cavité de l’alvéole, on rencontrait déja des 
phagocytes pleins de suie. Ges phagocytes se présentaient sous 
forme de leucocytes & noyaux multiples, ainsi que sous celle 
de lymphocytes et de macrophages & noyau unique et a proto- 
plasma n’ayant pas encore alteint de dimensions considérables. 
Dans les fentes et dans les follicules lymphatiques dont nous 
avons déja parlé, le nombre de phagocytes contenant de la suie 
était bien plus considérable. Dans les vaisseaux pulmonaires, 
Pattention était surtout attirée par le nombre considérable de 
leucocytes, parmi lesquels se trouvaient des lymphocytes et des 
macrophages tout a fait identiques & ceux qu’on rencontrait dans 
les alvéoles et les espaces lymphatiques. 

Ce qui distinguait les poumons du troisieme cobaye de ceux 
du premier, c’était la présence, rare, il est vrai, dans les alvéoles 
et dans le tissu du poumon, de leucocytes isolés contenant de la 
suie, et l’accroissement assez appréciable du nombre des leuco- 
cytes dans les vaisseaux, quide temps en temps contenaient déja 
des macrophages. Chez le quatrieme cobaye qui nous a servi pour 
controler les expériences faites sur le troisiéme, les cavités des 
alvéoles ne contenaient pas de cellules, etles poumons en général 
étaient tout a fait normaux. 

Chez un autre cobaye nouyeau-né, qui pendant 2 jours a subi 
2 séances (de 2 heures chacune) d’aspiration de suie, et quin’a 
été sacrifié que 24 heures aprés la seconde séance, les modifica- 
tions constatées ont été bien plus marquees. Lei également nous 
trouvions de la suie salissant en quelque sorte les parois des 
alvéoles, sans trace d’absorption de cette substance par l’épithé- 
lium (pl. VII, fig. 9). Mais en méme temps on trouvait dans les 
cavités des alvéoles, comme daus le tissu méme du poumon, une 
quantité assez considérable de cellules contenant de la suie. 
Parmi ces phagocytes pleins de suie, on rencontrait des leuco- 
cytes 4noyaux multiples, des macrophages a noyau unique, et de 
grosses cellules épithélioides rappelant exactement les cellules 
pigmentaires ordinaires (pl. VI, fig. 10, 11, 12,43 et 14). 
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Dans les expériences suivantes, les animaux ont été sacrifiés 
6, 8 et 21 heures apres la séance d’aspiration. Ici encore les phé- 
nomenes étaient essentiellement les mémes. D’abord, la plus 
grande partie de la suie reste libre dans Jes alvéoles et pénétre en 
partie dans les espaces lymphatiques; plus tard, commence 
l'absorption de la suie par les leucocytes, cette absorption se 
faisant en partie dans les espaces et les follicules lymphatiques, 
en partie dans les cavités mémes des alvéoles. Au début, les leu- 
cocytes & noyau unique qui pénetrent dans la cavilé de Valvéole, 
ont pas de dimensions considérables (lymphocytes); plus tard 
on rencontre de grosses cellules riches en protoplasma et ayant 
pris une forme plus ou moins aplatie. Trés souvent ces cellules 
se disposent le long des parois des alvéoles, s’étendent en quel- 
que sorte de facon a pouvoir étre prises facilement pour des 
cellules épithéliales, si le développement et les origines de ces 
cellules ne nous étaient pas connus. Quant a l’épithélium, i! ne 
réagit en aucune fagon contre la suie qui le couyre, et nulle part 
il ne nous a été possible de constater des phénoménes de proli- 
fération du cdté des cellules épithéliales. 

Arnold, dans ses expériences a longue durée d’aspiration de 
la suie, a observé que les premiers jours c’est la forme épithé- 
lioide des cellules pigmentaires qui prédominait, et ce n’est que 
plus tard que la forme lymphoide devenait prépondérante. 
(Arnold, /. c., p. 19.) Dureste, déja @ prior? on devait s’attendre a 
ce résultat, si, bien entendu, l’épithélium était capable d’ab- 
sorber la suie. Mais dans nos expériences nous avons constaté 
juste le contraire de ce qu’avance Arnold : nous avons vu qu’au 
débutc’étaient des lymphocytes, de petits macrophages et des leu- 
cocytes & noyaux multiples qui pénétraient dans les alvéoles et 
absorbaient la suie; ce n’est que plus tard que ces éléments 
cellulaires s’hypertrophiaient et affectaient ensuite la forme 
épithélioide. La contradiction n’est du reste qu’apparente et 
s’explique parfaitement par ce fait que, chez Arnold, l’expérience 
d’aspiration la plus courte ne durait pas moins de 4 jours. Or, 
il résulte de nos expériences qu'il suffit de deux jours pour 
que les lymphocytes émigrés hors des vaisseaux, ou les macro- 
phages de petit volume, se transforment en grosses cellules 
épithéhioides. Quant a la prédominance ultérieure des lympho- 
cytes dans les expériences d’Arnold, elle peut étre expliquée par 
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Pémigration trop inténse qui fait que la quantité relative des 
leucocytes hypertrophiés, des macrophages, diminue en compa- 
raison du nombre d’éléments cellulaires de petiles dimensions 
qui conlinuent toujours a arriver. 

Les expériences avec introduction, dans les poumons des 
cobayes nouveau-nés, du carmin en poudre suspendu dans une 
solution physiologique de chlorure du sodium, ont donné lieu 
aux mémes phénoménes que dans les expériences précédentes. 
Nous avons pourtant quelques particularités A noter. Chez un 
cobaye mort 24 heures aprés l’injection (seringue de Pravaz) 
de carmin dans la trachée, nous avons trouvé que la plus 
grande partie du carmin était encore libre dans les cayilés des 
alvéoles, et qu’une plus petile partie avait déja pénétré dans 
les fentes lymphatiques des tissus. Contrairement a ce que nous 
avons observé dans les expériences avec la suie, le carmin occu- 
pait la partie centrale des alvéoles, et ce fait nous parait di a 
ce que le carmin suspendu dans un liquide ne peut pas s’atiacher 
aussi parfaitement aux parois alvéolaires que le fait la suie. Ici 
également l’épithélium n’avait pas ab sorbé les particules de car- 
min. Dans les alvéoles et dans le tissu méme des parois, on ren- 
contrait un nombre assez considérable de cellules contenant du 
carmin. Dans la plupart des cas c’étaient des leucocytes & noyaux 
multiples; on en rencontrait pourtant d’autres ne contenant qu'un 
seul noyau. Les macrophages volumineux y étaient rares. 

Pourcompléter ces expériences, nous avons encore reproduit 
celle de Slaviansky, quenousayons modifiée de la fagon suivante. 
Apres avoir injecté dans la veine jugulaire d'un lapin, du car- 
min en suspension dans une solution physiologique de chlorure 
de sodium, nous injections dans la trachée du méme animal 
80 gouttes d’une culture du rouget des pores, et l’animal était 
sacrifié 24 heures apres. Cette expérience a été faite en vue 
d’obtenir des macrophages épithélioides contenant en méme 
temps, simultanément, des bacilles du rouget et des particules 
de carmin. Nous n’avons pas réussi & obtenir ce résultat, mais, 
par places, nous avons trouvé, dans les alvéoles, des leucocytes 
contenant du carminet, parmi eux,des macrophages épithélioides 
lypiques qu’on aurait facilement pris pour de |’épithélium des- 
quamé, si la véritable origine de ces cellules n’était pas trahie 
par leur contenu (voy. pl. VII, fig. 15 et 16). 
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Il résulte de toutes ces expériences que dans la défense de 
Vorganisme contre les microbes pathogéenes qui pénétrent dans 
le poumon, les éléments cellulaires du poumon, les phagocytes 
pulmonaires, jouent un rdle trés important. Le degré de résis- 
tance de l’organisme dépend en grande partie des relations qui 
existent entre telle ou telle espece de microbes et les phagocytes 
pulmonaires, parmi lesquels les macrophages pulmonaires, 
et les cellules géantes jouent le rote de champions principaux. 
Dans une maladie aussi meurtriére pour les lapins que le choléra 
des poules, les macrophages, bien qu’en grand nombre, n’absor- 
bent presque pas de bacilles et n’empéchent, par conséquent, 
ni leur multiplication, ni le développement de leur action patho- 
géne. Dans Je charbon, les macrophages absorbent et détruisent 
tres énergiquement, dans les alvéoles, les bactéridies qui ont 
été introduites. Enfin dans le rouget des pores, ce sont les pha- 
gocyles qui restent victorieux : quelques heures apres | intro 
duction dans le poumon des bacilles du rouget, ils sont déja 
absorbés par les macrophages, et au bout de quelques jours on 
n’en peut plus trouver dans le poumon. 

Nos autres expériences qui ont été faites pour voir d’une 
part si l’épithélium du poumon posseéde des propriétés phagocy- 
tiques, et pour élucider d’autre part la question de lVorigine des 
gros macrophages du poumon, nous ont amené a cette con- 
clusion que nil’épithélium de la vessie natatoire des poissons, 
qui est analogue a celui du poumon, ni |’épithélium des cham- 
bres dair des poumons des grenouilles, ni celui des alvéoles des 
cobayes nouveau-nés, ne possédaient de propriétés phagocyti- 
ques. Quanta Vorigine des gros macrophages des poumons, nous 
avons vu qu’ils procédaient des leucocytes & noyau unigue. Il est 
évident que ces leucocytes ne deviennent capables d’absorber 
les microbes pathogé’nes qu’apres avoir atteint cerlaines dimen- 
sions, un certain degré de développement. Les lymphocytes et 
les macrophages de petites dimensions, tels que nous les avons 
souvent rencontrés dans les vaisseaux, ne possédent pas encore 
de propriétés phagocytiques, et il faut supposer que dans le 
tissu pulmonaire ils trouvent un milieu particulitrement favo- 
rable a leur développement ultérieur, ce qui se manifeste par 
Yaugmentation considérable de leurs dimensions. Ce n'est qu’a 
celte époque qu’ils deviennent les adversaires de beaucoup de 
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microbes pathogénes, tels que le bacille du rouget, le staphylo- 
coccus pyogenes aureus, etméme la bactéridie charbonneuse. 

En terminant ce travail, qu’il me soit permis d’exprimer toute 
ma gratitude & M. le professeur E. Metchnikoff, pour m’avoir 
proposé ce sujet d'études, pendant lesquelles j’ai eu souvent 
recours & son obligeance et a ses indications. 

Je remercie également M™* O. Metchnikoff pour ses précieux 
conseils au sujet de la technique histologique. 


EXPLICATION DES FIGURES 


Pl. VI. Fig. 4. Lapin mort aprés l’introduction dans le poumon d’une 
culture de bavilles du choléra des poules. — a, Gros macrophages 
du poumon parsemés de bacilles du choléra non absorbés. — J, 
Leucocytes 4 noyaux multiples quine sont pas entourés de bacilles 
et quine les contiennent pas. Zeiss. obj. 1/18. Imm. homog., oc. 3. 

Fig. 2. Macrophage entouré de bacilles du choléra des poules et qui 
en contient des groupes dans son protoplasma. Méme obj., oc. 3. 

Fig. 3. Charbon. Une alvéole contenant des macrophages épithélioi- 
des (a), a Vintérieur desquels on voit des bactéridies (b) en état 
de dégénérescence. Dans les parois des alvéoles on voit des bac- 
téridies tout a fait normales (c), situées dans des vaisseaux. Méme 
obj., oc. 2. 

Fig. 4. Macrophages épithélioides contenant des bactéridies ducharbon 
dégénérées. Méme obj., oc. 3. Méthode de colorat. de Weigert. 

Fig. 5. Rouget des porcs. Contenu des alvéoles. — a, Macrophages 
épithélioides contenant des bacilles du rouget absorbés. — b, Ma- 
crophages de dimensions moindres ne contenantpas de bacilles. — 
ce, Lymphocytes. —d, Leucocytes & noyaux multiples. Méme obj., 
oc. 2. Color. méth. Kuhne, hématoxyline, fuchsine, auramine. 

Fig. 6. Gros macrophage contenant une masse de bacilles du rouget. 
Méme obj., oc. 3. : 

Fig. 7. Cellule géante, contenant des bacilles du rouget des porcs. 
Méme obj., oc. 2. 

Pl. VIL. Fig. 8. Epithélium pulmonaire d’une alvéole d’un cobaye nou- 
veau-né. Nitrate d’argent et coloration avec l’hématoxyline. Méme 
obj., oc. 3. 

Fig. 9. Parois des alvéoles enduites de suie. Le cobaye nouveau-né a 
subi deux séances d’aspiration et a été sacrifié 24 heures apres la 
deuxiéme séance. Méme obj., oc. 2. 


Fig. 


Fig. 
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2. 10, Méme cobaye. Espaces lymphatiques contenant des leucocytes 


a noyaux multiples et des macrophages remplis de suie. Méme 
obj., oc. 3. : 


44. Un groupe de cellules contenant de la suie et, d’aprés leur dis- 


position, pouvant simuler l’épithélium. Une de ces cellules peut 
servir de type pour un leucocyte 4 noyaux multiples; les autres 
sont des leucocytes 4 noyau unique. Méme obj., oc., 3. 


ig. 12. Méme cobaye. Vaisseau lymphatique contenant: — a, Macro- 


phages pleins de suie — b, Macrophage -plein de suie et ayant 
absorbé un leucocyte a noyaux multiples. —¢, Lymphocytes. Méme 
Obj., 0c..2. 
13. Méme cobaye. Alvéole contenant : a, Gros macrophages 
épithélioides de dimensions variables; — 0, Leucocytes a noyaux 
multiples. 

14. Méme cobaye. Capillaire contenant : a, Macrophages épi- 
thélioides de dimensions moyennes et un leucocyte a noyaux 
multiples. Méme obj., oc 3. 


. 45. Lapin qui a subi une injection intraveineuse de carmin. 


a, Gros macrophages épithélioides contenant du carmin. Méme 
Obj: OC.3. 


. 16. Méme lapin. Macrophage épithélioide contenant du carmin 


et se trouvant sur la paroi del’alvéole, de fagon 4 simuler une cel- 
lule épithéliale desquamée. Méme obj., oc. 3. 
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RECHERCHES SUR LA VALEUR COMPAREE DES NITRATES 
ET DES SELS AMMONIACAUX COMME ALIMENT DE LA LEVURE 
DE-BIERE ET DE QUELQUES AUTRES PLANTES 


Par E. LAURENT. 


Parmi les substances gui peuvent concourir a l’alimentation 
azotée des végétaux, il faut citer en premiére ligne les nitrates 
et les sels ammoniacaux. On sait que beaucoup de champignons 
assimilent sans difficulté les sels ammoniacaux, et que les 
plantes vertes prospérent dans des solutions minérales addition- 
nées d’un nitrate. Mais on n’a pas de renseignements précis sur 
Ja valeur comparée de ces deux catégories de sels comme aliment 
des divers groupes végétaux. 

Les expériences gue l’on aurait pu tenter autrefois dans 
cette direction, auraient été entachées d’erreur par le fait des 
microbes, que l’on sait aujourd’hui étre la cause de modifica- 
tions profondes des combinaisons azotées. Il est done absolu- 
ment indispensable, dans des travaux de cette nature, d’éviter ces 
erreurs au moyen de cultures d’une pureté absolue. A ce point 
de vue, les organismes inférieurs sont sans contredit bien plus 
commodes que les plantes vasculaires, dont le développement a 
Yabri des infiniment petits est des plus difficiles & obtenir dans 
les expériences. 

J'ai fait choix pour ces études de Ja levure de bitre, d’un 
certain nombre de moisissures tres communes, et de quelques 
plantes vasculaires. 

Levures. — Pour ce qui est de l’aliment azoté des levures, 
on peut, pour résumer les anciens travaux, admettre que, de 
toutes les matitres azotées de nature organique, les plus favo- 
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rables sont celles qui se trouvent a l’état soluble dans le jus des 
fruits et dans le moat de bidre. Par leurs propriétés, elles se 
rapprochent des peptones et des amides. En méme temps que 
les levures de vin et de biére assimilent ces substances, elles 
font une consommation considérable de sels ammoniacaux, ce 
quia été mis en évidence par les recherches de M. Duclaux ‘. 

Ainsi que l’a montré M. Pasteur, il y a trente ans ”, la levure 
peut étre cullivée dans un milieu exclusivement minéral addi- 
tionné d’une substance sucrée. Quels sont dans ce cas les sels 
azotés qu'elle est capable de consommer? 

Tandis que M. A. Mayer * indique l’assimilation des sels 
ammoniacaux comme beaucoup plus facile que celle des nitrates, 
Dubrunfaut ¢ fut conduit & admettre la consommation des 
nitrates. 

Dans le but de vérifier ces assertions, j’ai institué une série 
d’essais de culture dans la solution minérale suivante, addition- 
née d’acide tartrique a1 p. 1000. 


AU! Par dat five seks es . L000 
Phosphate de potassium 0,75 gr 
Sulfate de magnésium. 0,1 


J’y ai ajouté par litre 50 grammes de saccharose trés pure et 
lun des sels azotés que voici: 


Sulfate d’ammoniaque... 4,74 gr. 
Phosphate d’ammoniaque. 4,74 
Nitrate de potassium. ... 7,22 

=s le Soobiouits 5 . cee Gy 
Nitrite de potassium. ... 6,07 


Ces quantités sont équivalentes, c’est-a-dire, qu’elles intro- 
duisent des doses égales d’azote (1 gramme par litre) dans les 
différents mélanges. 

Jai mis 50° de ces solutions dans des matras de 250°, de 
maniere an’avoir qu'une couche liquide d’environ un centimetre 


. Comptes rendus, t. LIX, p. 450, 1864. 

. Annales de chimie et de physique, t. LVIII, 1859. 
Untersuchungen uber die alkoolische Gahrung, 1869. 
. Comptes rendus, t. LXXUI, p. 263, 1871.. 
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d’épaisseur assurant l’aération de la culture. Chaque matras 
renfermait 2e',5 de saccharose. Pour évaluer l’effet de l’a- 
zote combiné apporté par le sucre, un essai fut établi sans 
addition de sel azoté au liquide nutritif. 

Les six matras, apres stérilisation a la vapeur a 100°, furent 
ensemencés le 2 mars 1888 avec une trace de levure de Bruxelles 
pure, et placésala température de 12 & 15°. Cette température 
peu élevée avait pour but de ralentir le développement, afin de 
faciliter la pénétration de l’air et de favoriser la vie aérobie. 

Dans la culture avec nitrite de potassium, rien ne s'est 
développé. La culture avec le sulfate d’ammoniaque a été la 
plus prospére pendant les trois premiéres semaines. Plus tard, 
le phosphate d’ammoniaque a pris le pas. Enfin, dans le matras 
témoin, il n’y avait qu'un dépdt trés faible; avec les nitrates, le 
résultat ne fut gueére meilleur. 

Le 13 mai, l’expérience fut arrétée, les liquides de culture 
filtrés, les dépdts bien lavés et pesés. . 


Voici Jes poids de levure constatés : 


Avec phosphate d’ammoniaque 0,174 gr. 


— sulfate d’ammoniague. . 0;410 
— nitratedesodium..... 0,0174 
— — de potassium... 0,011 
— nifritedepotassium.... 0,000 
LEROIN eon pete eee eee ae (),009 


La levure préfeve donc d’une facon manifeste les sels ammo- 
niacaux aux nitrates. Les nitrites ne sont pas assimilés; méme 
ils paraissent vénéneux. 

Ne serait-il pas possible d’attribuer l’action peu utile des 
nitrates & leur transformation en nitrites dans la profondeur 
des liquides ou dans le protoplasme des cellules de la Jevure ? 
Pour que cette hypothése soit admissible, il faut démontrer que 
la levure peut rédvire les nitrates. 

Je n’ai trouvé aucune trace de ce phénoméne dans les cultures 
de levure faites en ne lui offrant, comme aliment azoté, que de 
azote nitrique ; mais cela pouvait tenir a ce que la levure y 
pousse péniblement. Il en est de méme pourtant avec une 
solution de sucre a5 et 10 0/0 additionnée de 4 0/0 de nitrate 
de potassium et d’eau de touraillons, qui est trés nutritive. En 
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revanche, les résultats ont été tout différents dans les expériences 
suivantes. 

J’ai préparé une solution minérale avec 6°°,07 par litre de 
nitrate de sodium et seulement 2,5 0/0 de saccharose. La liqueur 
traitée par le chlorure de naphtylamine et l’acide sulfoanilique 
ne donnait aucune trace de nitrites. La solution a été répartie 
dans des matras coniques remplis jusqu’au voisinage du goulot. 
Cette précaution rendait l’aération du liquide beaucoup moins 
facile. Apres stérilisation, j’ai introduit dans ces matras des 
dépéts de levures récollés dans des cultures en motts sucrés, et 
absolument privés de bactéries. 

Ces levures étaient : 


Levure haute de Bruxelles, 

— basse de Strasbourg, 

— basse de vin de Champagne. 
Mycolevure de M. Duclaux. 


Les matras ont été placés 4 la température de 20-22°. Apres 
deux jours la réaction des nitrites était des plus évidentes dans 
le matras avec la mycolevure; elle était moins nette avec les 
trois autres levures. Cependant, au bout de huit jours, il n’y 
avait plus le moindre doute sur le pouvoir réducteur de ces 
levures vis-a-vis des nitrates '. 


4. Puisque les levures sont capables de réduire les nitrates, il est permis de 
se demander sielles peuvent décolorer les substances qui, comme Je carmin d’in- 
digo, ne résistent pas aux agents réducteurs. Des bactéries provoquent ce phéno- 
méne, ainsi que l’a indiqué aulrefois M. Duclaux et plus récemment M. Raulin. 
Plusieurs essais ont été tentés dans des solutions de saccharose colorées par le 
carmin d’indigo. Malheureusement les sucres, surtout dans les solutions chauffées 
pour la stérilisation, détruisent rapidement la matiére colorante; la décoloration 
se fait aussi a froid. Dans I’eau distillée, additionnée de carmin d’indigo, la déco- 
loration n’a pas lieu. Si l’on y verse des dépdts de culture pure de levures, on ne 
tarde pas 4 constater une décoloration lente mais progressive. C'est ce que j'ai 
observé avec : 


Levure de biére de Bruxelles, 
— — de pale ale, 
= — de Strasbourg, 
— de vin de Champagne, 
_ — de Bourgogne, 
Mycolevure. 
La décoloration m’a paru continuer encore avec des levures tuées par la cha- 
leur, de sorte que le phénomene est une propriété des matiéres organiques, plutot 
qu'une propriété physiologique. Pas 
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Les levures qui avaient servi a ces essais furent ensemencées 
dans des motits sucrés ordinaires; leur vitalité n’était pas 
allérée. 

Les levures peuvent donc réduire les nitrates, et on pourrait 
des lors concevoir que si les nitrites sont en réalité toxiques pour 
elles, elles aient été amenées, par évolution, a préférer les sels 
ammoniacaux comme source d’azote inorganique. 

Mais la question de la toxicité des nilrites est en réalité plus 
complexe qu’elle ne le parait & premiere vue. Lorsqu’on fait 
divers essais de culture de la levure dans les liquides addi- 
tionnés de nitrite de potassium, on oblient des résultats assez 
variables. Pour des doses égales, ce sel tantot se montre véné- 
neux et tantét est sans action nuisible sur la levure. Cela dépend 
de la réaction neutre ou acide du milieu de culture ; |’on observe 
ici des faits du méme ordre que ceux qui ont été signalés 
récemment par MM. Loew et Bokorny ', pour l’action des nitrites 
sur les algues filamenteuses. Ce ne sont pas les nitrites qui sont 
nuisibles, mais bien l’acide nitreux, et ces sels deviennent véné- 
neux en présence d’un suc cellulaire qui met l’acide en liberté. 

Cette assertion se trouve compléltement vérifiée par la cul- 
ture dela levure de bitre. Ensemencée dans des liquides sucrés 
neutres etadditionnés de nitrite de potassiuma =, =, aa, mm, ete., 
elle s’y développe et ne parait pas se ressentir de la présence du 
sel, Comme les cellules de levure sécrétent normalement des 
substances acides, il est certain que de petites quantité d’acide 


nilreux sont mises en liberté et doivent a la longue nuire au. 


microbe. J’ai en effet observé que dans des solutions sucrées, 
avec +, im, au» a de nitrite, le développement de la levure est 
maladif. Elle prend l'aspect d’amas tres rameux; dans les 
cellules, ily ades grandes vacuoles et des corpuscules graisseux 
abondants. Des doses aussi élevées semblent nuire directement 
aux cellules vivantes, exciter la production d’acides par le 
protoplasme, et provoquer ainsi une accumulation d’acide nitreux 
dans le liquide de culture. fl ne peut s’agir ici dinvoquer des 
phénoménes de pression osmotique, car la leyure que j’ai 
étudiée résisle parfaitement a plus de 4 °/, de chlorure de 
sodium. 


4. Botan. Zeilung, p. 855, 1887. ' 
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Dans les mémes solutions que précédemment, mais avec 


addition de 1 ou 2 millitmes d’acide tartrique, le nitrite de 


sodium est toxique aux doses suivantes: 4, 4, .. Une solu- 


Lion & sp Talentit le développement, et avec 4; et <., il se pro- 
duit tardivement des amas cellulaires floconneux au fond du 
liquide. J’ai déja dit que ces amas trahissent un malaise physio- 
logique. Des doses de ;, et de ;4,, de nitrite n’entravent nulle- 
ment la croissance. 

A l'état naturel ct dans l'industrie, les levures vivent dans 
des liquides acides, et l’on peut dire que la présence de nitrites, 
a doses suffisantes dans le milieu ambiant, est toujours nuisible. 

Cette étude relative action des nitrites sur la levure peut 
jeter quelque lumiére sur une question d’un intérét pratique 
assez important. L’expérience a appris aux brasseurs que la 
plupart des eaux qui contiennent des nitrates sont dangereuses 
pour la préparation de la biere, surtout lorsqu’elles proviennent 
de puits peu profonds. La levure s’affaiblit rapidement dans les 
motits préparés avec ces eaux; la conservation de la biére ainsi 
préparée est incertaine. Mes essais sur la réduction des nitrates 
par les levures prouvent que si ce phénomene est possible, il est 
peu probable quwil puisse passer dans la cuve en fermentation. 
Le motit de biére & Pébullition peut aussi donner lieu a la for- 
mation de nitrites, mais en quantité tres faible. Il semble dés 
lors que ce ne soient pas les nilrates qui nuisent a la levure, 
mais bien les nitrites qui existent presque toujours avec ces sels 
dans les eaux venant de faibles profondeurs. Ces nitrites seraient 
décomposés par les acides du mott de biére et mettraient en 
liberté de l'acide nitreux, nuisible pour la levure. 

Telle est mon opinion, mais les propriétés physiologiques 
des levures sont assez variables pour que nous puissions supposer 
que certaines races aient le pouvoir de réduire nettement les 
nitrates, méme pendant la fermentation alcoolique. 


II 


Parmi les résultats fournis par la culture des moisissures 
dans des solutions nourriciéres ammoniacales et nitriques, l'un 
des plus curieux m’a été donné par le Cladosporium herbarum. 


1. Comples rendus, aotit 1888. 
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Comme je l’ai déja indiqué dans ces Annales', je me borne 4 le 
rappeler. La forme typique préfere les nitrates, tandis que les 
états réduits (dematium et formes-levures) assimilent mieux le 
sulfate d’ammoniaque. Ceux-ci, dans la solution nitrique, pro- 
duisent presque exclusivement des filaments ; des cellules analo- 
gues 4 des levures dominent dans Ja solution ammoniacale. J’ai 
fait remarquer que ces différences sont bien dues a la nature de 
lengrais azoté, car l’addition du sulfate de sodium a 1 0/0 ne 
modifie en rien les résultats. 

La culture des moisissures qui suivent a été faite dans des 
matras coniques 4 fond plat, sur une couche de liquide nutritif 
peu épaisse. Elle n’a été interrompue qu’apres la production 
complete des appareils conidiféres dans les deux essais 4 com- 
parer pour chaque espéce, . 

Voici les résultats pour 20 centimetres cubes de solution 
minérale avec 2,5 0/0 de sucre interverti : 

Penicillium glaucum. — Au début de ses travaux sur les 
microbes, M. Pasteur remarqua que cette moisissure, comme la 
levure de bitre, végete parfaitement dans des solutions minérales 
auxquelles on ajoute une substance hydrocarbonée et un sel 
ammoniacal’*. Le méme savant s’assura méme que ce sel peut 
étre remplacé par un nitrate. 

Dans mes cultures, la croissance a été d’abord plus rapide 
dans la solution nitrique, mais plus tard cette différence a 
disparu. 

Poids sec de matiére vivante produite : 


Penicillium glaucum. 


Dans la solution ammoniacale. 0,217 gr. 
_ nitrique .., 0,206 


Alternaria tenuis. 


— ammoniacale. 0,107& 
nitrique.,.. O87 


Botrytis cinerea. 


— ammoniacale. 0,2265 
= nitrique. ... 0,155 


1. Annales de l'Institut Pasteur, t. Ip: 573: 
2. Annales de chimie et de physique, 3° série, t. LXIV, p. 407. 
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Mucor racemosus. 


Dans la solution ammoniacale. 0,0435 or, 
— nitrique. ... 0,118 
Aspergillus glaucus. 
— ammoniacale. 0,1885 
_ nitrique. ... 0,2005 
Aspergillus glaucus. — Le mycélium se développe beaucoup 


plus rapidement dans la solution nitrique; dans la solution 
ammoniacale, les filaments sont colorés en jaune, tandis qu’ils 
sont blanchatres dans l'autre liquide nutritif. Cette coloration 
jaune, fréquente chez le Peniciliitwm glaucum, existait aussi dans 
les filaments de Mucor racemosus développé a Vintérieur du 
liquide ammoniacal. Elle est sans doute due a une substance 
résiduaire de la vie des cellules. 

Aspergillus niger. — Grace aux études de M. Raulin, cette 
espece convient admirablement aux recherches les plus variées 
sur la nutrition des champignons. Ce savant‘ avait remarqué, 
sans y allacher d’importance, que le tartrate d’ammoniaque s’est 
montré dans ses cultures un peu plus efficace que les nitrates 
de potassium et d’ammoniaque, pour des quantités équivalentes 
en azote. Le rapport des poids de plante obtenus comparative- 
ment dans les deux cas était de 26 4 20. 

Pour éviter l’emploi du nitrate d’ammoniaque, j'avais modifié 
comme suit la composition du liquide Raulin : 


Hiaueeer cides tcl oe ee 1500 ce 

Sacchanoseww cue eens ee 70,00 gr. 
Acide tartrique. . . ... 4,00 
Phosphate de potassium. . 0,60 
Carbonate de potassium. 0,60 
— de magnésium 0,40 
Sulfate: demzinciwr sc... 0,07 
mms BS POC LETS e ht. cro) 0,07 
Silicate de potassium. . . 0,07 


Ce mélange était partagé en deux moitiés : dans l'une j’ai 
introduit 68,07 de nitrate de soude et dans l’autre 4°",71 de 
sulfate d’ammoniaque. Par mesure de précaution, je ne fis l’en- 
semencement qu’avec une tres petite quantilé de spores. 


1. Thése, p. 142, 4870. 
24 


‘370 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


Dans la solution nitrique, la germination et la croissance du 
mycélium ont été moins rapides que dans la solution ammonia- 
cale, bien que la température fat trés voisine de l’optimum 
(33 a 35°). La production des appareils conidiféres a été égale- 
ment plus tardive. 

Trois cultures comparatives ont donné ces résultats : 


“ I I Ill 
Dans la solution ammoniacale 9,169 gr. 9,97 70 gr. 4,311 gr. 
— nitrique. . . 6,997 7,209 3,379 


Les deux premieres séries (I et II) ont été interrompues au 
septiéme jour, lorsque le mycélium nourri avec du nitrate avait 
donné ses spores, il est vrai, peu nombreuses. Les cultures 
indiquées par le chiffre HI furent desséchées a la fin du 
deuxiéme jour, avant l’apparition des conidies. Dans les deux 
cas la différence est a l’avantage de l’aliment ammoniacal. 

Oidium lactis. —Cultivé dans le mélange nutritif employé pour 
la levure, il n’a pas donné une végétation bien vigoureuse. 
Toutefois la préférence de cette mucédinée pour les sels ammo- 
niacaux est évidente. J’ai constaté aussi une différence provo- 
quée par la nature de l’engrais azoté. Elle est la contre-partie de 
ce que présente le dematiwm de Cladosporium dans les mémes 
conditions : tendance a former des filaments dans la solution am- 
moniacale et des cellules courtes au contact du nitrate de sodium. 

Mycolevure. — Peu d’organismes manifestent une préférence 
aussi marquée pour les sels ammoniacaux. La mycolevure ne 
prospere pas dans le mélange employé pour la levure de biére, 
mais croit 4 merveille dans le liquide Raulin, auquel j’avais 
apporté la modification indiquée au sujet de l’Aspergillus niger. 
Aprés 48 heures a 35°, la mycolevure donnait 4 la surface de la 
solution ammoniacale un mycoderme trés grimpant le long des 
parois du matras; dans la solution nitrique, il n’y avait que 
quelques lambeaux de mycoderme. 

On pourrait supposer qu’un organisme qui se nourrit de 
préférence d’ammoniaque puisse s’habituer graduellement a 
Passimilation de l’acide nitrique. Il n’en est pas ainsi, tout au 
moins pour la mycolevure. Une culture, dont la semence pro- 
venait d'un premier essai dans le mélange avec nitrate, fut faite 
dans le méme milieu. La croissance de microbe fut presque nulle. 


s 
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Quelles modifications les moisissures que nous venons d’étu- 
dier sont-elles capables d’apporter a la substance azotée qui leur 
sert d’aliment? Aucune n’est capable de déterminer la nitrifica- 
tion du sulfate d’ammoniaque. Je m’en suis assuré avec soin. 
Par contre, plusieurs réduisent les nitrates en nitrites. Tels 
sont : le Cladosporium herbarum et ses états polymorphes, le 
Penicillium glaucum, V Alternaria tenuis etle Mucor racemosus. Je 
n’ai observé aucun phénoméne de réduction avec les Aspergillus 
myer et glaucus, ainsi qu’avec le Botrytis cinerea. 

Comme conclusion des expériences précédentes, il faut 
admettre que certaines moisissures préferent les nitrates comme 
source d’azote alimentaire, tandis que d’autres assimilent plus 
facilement les sels ammoniacaux. II en est aussi qui utilisent 
d’une maniere sensiblement égale ces matiéres salines. 

Dans le genre Aspergillus, acide nitrique convient mieux & 
PAspergillus glaucus et Vammoniaque a l’ Aspergillus niger. Il 
ny a larien qui doive nous étonner outre mesure : la sélection 
naturelle nous explique sans peine ces préféreuces spécifiques. 


il 


Des essais identiques & ceux que je viens de rapporter ont 
été établis pour quelques plantes de grande culture pendant l’été 
de l’année 1888. Pour les uns, j’employais du sable trés pur 
auquel je mélangeais la pius grande partie des sels alimentaires 
avant ]’ensemencement ; le reste fut distribué plus tard avec les 
eaux d’arrosement. 

Des cultures plus nombreuses furent faites simultanément 
dans des solutions aqueuses contenant des quantités équiva- 
lentes d’azote, sous forme de nitrate de sodium ou de sulfate 
d’ammoniaque. Voici quel était le mélange employé: 


Bia UN aware SEM) bis foe 1000, cc 
Phosphate tricalcique. . . 0,50 er. 

Sulfate de potassium. . . 0,50 

— de magnésiuni. . 0,50 

eee demcalclumis:. ane 0,50 

Se GONG te eo 3% 0,04 

Nitrate desodium. .... 1,00 

ou Sulfate d’ammoniague. . 0,77 


Je m’assurais de temps a autre que les liquides de culture 


ae ee AS ge ee ae ee ee 


312 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


n'étaient pas envahis par les bactéries, qui auraient pu les alté- 
rer et nitrifier le sulfate d’ammoniaque. Lorsque cet accident 
arrive, et il est plus fréquent dans les solutions ammoniacales, 
les plantes ne tardent pas a s’en ressentir; leurs racines, privées 


d’air, entrent bient6t en décomposition. Souvent aussi il y a 


production de nitrates. 

Bien que les nitrates puissent facilement étre mis en évi- 
dence dans l’intérieur des racines au moyen de la diphényla- 
mine, je n’en ai point observé de traces ni dans le mais ni 
dans l’avoine. Ces deux espeéces sont donc incapables d’opérer 
la nitrification; les observations analogues de M. Molisch et de 
M. B. Frank nous permettent de supposer que cette propriété 
n’existe pas chez les plantes vasculaires, pas plus que parmi 
les moisissures. 

Les pois cultivés dans les deux mélanges ne présentaient pas 
de différence; leur croissance fut bien supérieure a celle des pois 
de la méme variété cultivés dans le mélange minéral dépourvu 


d’azote combiné. J'ai fait la méme remarque pour le haricot. 


nain, mais cette espece a mieux assimilé le nitrate que le sulfate 
d@’ammoniaque. 

L’avoine et le mais furent aussi prosperes dans les deux 
mélanges salins. Laseule différence qui m’ait frappé est la rami- 
fication fort inégale desracines dans les deux milieux. Elles sont 
courtes, trés divisées dans la solution ammoniacale; au contraire, 
dans la solution nitrique, les racines sont beaucoup plus longues 
et pourvues de moins de ramifications. On pouvait tres facilement 
distinguer les plantes de chaque catégorie par l’examen des 
racines '. 

- Ilsemble que nous soyons en présence d’un de ces phéno- 
ménes d’adaptation, tels que Vallongement démesuré des racines 
dans leau distillée et dans les terres peu fertiles. C’est un fait 
bien connu que les nitrates sont facilement entrainés par les 
eaux dans les couches profondes du sol; les sels ammoniacaux 
sont, par contre, fixés par la terre et sont plus abondants dans 
les couches voisines de la surface. La plante serait donc sensible 


1. Hampe (Landw. Versuchstationen, IX, p. 157, 4867) avait réussi a cultiver le 
mais dans une solution ammoniacale. Au contraire, Birner et Lucanus (Landw. 


Versuchstat., VIII, p. 148, 1866) n’avaient pas vu layoine prospérer dans les mémes 
conditions. 
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& la distribution de lValiment azoté dans le milieu extérieur. 

Quant aux cultures dans le sable, elles ont donné des résultats 
assez différents de ceux que je viens d’exposer. En premier lieu, 
la germination s’est faite moins bien dans les pots additionnés 
de sulfate d’ammoniaque, ce que j’attribue a la décomposition 
de ce sel sous ]’action de la chaux mélangée au sable avant l’en- 
semencement. 

Beaucoup de graines, surtout les plus riches en réserves 
amylacées, furent completement détruites par la pourriture. 

Plus tard, la croissance a été plus belle dans les pots avec 
nitrates; les tiges étaient plus robustes, les plantes (froment et 
avoine) ont mieux tallé. Néanmoins, la comparaison des pieds 
cultivés dans le sable avec sulfate d’ammoniaque avec des pieds 
cultivés sans engrais azoté, prouvait suffisamment l’assimilation 
de ’ammoniaque. Des essais avec la diphénylamine et la brucine, 
faits de temps en temps, m’assuraient que le sable de culture 
n’avait pas été le siege de phénomenes de nitrification. 

La maturation a été plus tardive avec le sulfate d’ammonia- 
que : la différence était de deux semaines a l’avantage des 
plantes nourries avec du nitrate de sodium. 

Des cultures de Loliwm perenne dans le sable m’ont montré que 
cette graminée peut aussi assimiler directement les sels ammo- 
niacaux ; cependant elle croit avec plus de vigueur lorsqu’on lui 
donne un nitrate. 

En résumé, ces essais de culture prouvent que les plantes 
supérieures peuvent, a la rigueur, assimiler les sels ammo- 
niacaux. Mais dans la pratique agricole, les nitrates ont une 
influence plus réguliére et plus manisfeste, parce que les phéno- 
ménes de la nutrition azotée des végétaux terrestres se compli- 
quent d’actions multiples qui se passent dans le sol. 


Les faits précédents peuvent-ils nous conduire a quelque 
conception générale sur l’assimilation de l’azote chezles végétaux? 
On ne peut mettre en doute que les combinaisons ammonia- 
cales constituent des aliments assimilables pour les plantes les 
plus diverses, sinon pour tous les végétaux. C’est un fait absolu- 
ment certain pour les bactéries ‘, les levures, les moisissures et 


4. Bien souvent j’ai constaté que pour les bactéries vulgaires, les sels ammo- 
niacaux sont bien plus utiles que les nitrates comme source d’azote, 
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les plantes vasculaires, dont un grand nombre, d’ailleurs, comme 
les especes des terrains marécageux et acides, ne trouvent guére 
de nitrates au voisinage de leurs racines. 

Les nitrates ne conviennent guere aux bactéries ni aux levures ; 
ils sont moins favorables que les sels ammoniacaux 4 certaines 
moisissures. Quelques-uns de ces champignons, le mycélium de 
l’Agaric comestibe, les plantes vasculaires qui croissent dans les 
terres cultivées, dans les décombres, témoignent une préférence 
remarquable pour les nitrates. Ces terres sont l’objet d’une 
nitrification active, et il est bien probable qu'il n’y a 1a que des 
phénoménes d’adaptation entre les propriétés physiologiques de 
Porganisme et ses conditions de vie. 

Au point de vue de l'économie de la nature, Ja production 
des nitrates nous apparait comme un phénomene superflu, nui- 
sible méme, puisque les plantes qui se nourrissent de nitrates 
doivent réduire ces sels afin d’en préparer des combinaisons 
ammoniacales propres al’assimilation. Silanitrification existe et 
joue un role si considérable dans Ja vhimie du sol, elle n’est pas, 
comme on le croit souvent, un moyen de préparer la nutrition 
des plantes vasculaires. C’est un phénoméne fatal, qui est en 
grande partie l’ceuvre des infiniment petits. Et les plantes com- 
mensales des microbes du sol auront di s’habituer a se nourrir 
de nitrates, sans perdre leur capacité d’assimilation pour l’am- 
moniaque. 


ty, ey 


SUR LA CONSERVATION DES LEVURES 


Par M. E..DUCLAUX: 


Dans un travail Sur la durée de la vie chez les germes des 
microbes’, j’avais constaté que des levures pouvaient supporter 
jusqu’a neuf ans de séjour au contact de lair dans un liquide 
qu’elles avaient fait fermenter, 4 la condition que ce liquide ne 
fat pas trop alcoolique. J’avais utilisé pour cette étude, les 
ballons qui avaient servi en 1873 et 1874 aux expériences a 
M. Pasteur sur la biere. Je comptais renouveler ces essais apres 
une nouvelle période de dix ans sur les mémes ballons, mais 
jai craint de les voir se perdre pendant le déménagement du 
laboratoire a l'Institut Pasteur, et j’ai cru devoir les étudier a 
nouveau. Aussi bien les plus vieux avaient-ils, au commence- 


‘ment de 1889, 145 ans et mémel’un deux 17 ans de date: c’est une 


durée presque double de celle qui ressort de mon premier travail. 

Je rappelle que ces ballons étaient a deux tubulures, l'une 
droite et fermée par un bouchon de verre, l'autre effilée, con- 
tournée en col de cygne, et ouverte. C’est par celle-ci que se 
faisait l’aération lente du liquide, et que se produisait une évapo- 
ration, lente aussi, qui en quinze ans n’ayait fait baisser que de 
quelques millimétres le niveau primitif, dans les ballons ot ce 
niveau était marqué par uncollier de levure adhérente au verre. 

Dans mes premiers essais, je n’avais opéré que sur des ballons 
contenant de la biére. Cette fois j’ai aussi utilisé des ballons 
dans lesquels M. Pasteur avait remplacé, aprés fermentation, la 
biére par de l’eau sucrée a 10 °/, et acidulée avec 1.4.2 mil- 
liemes d’acide tartrique. C’était une des méthodes qui lui 


4, Annales de ch. et phys. 6° S., t. V, 1885. 
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avaient servi‘ a purifier ses dépdts de levure des germes 
étrangers. L’eau sucrée et acidulée est un milieu plus épuisant 
pour ceux-ci que pour les saccharomyces; elle les vieillit ou les tue 
plus vite, et permet par conséquent aux levures de prendre le pas 
ou méme de se développer seules, lors d’un nouvel ensemen- 
cement. Mais les levures s’épuisent aussi dans ce liquide, leur 
protoplasme y prend plus vite l’aspect granuleux; elles résistent 
plus ou moins bien a ces influences affaiblissantes, de sorte que 
’emploi de ce milieu permet aussi de séparer les levures les unes 
des autres. Jl y avait donc intérét a savoir si les plus résistantes 
y mouraient plus vite que dans la biere des autres ballons. 

La prise d’essai se faisait en allant chercher au fond duballon, 
parsatubulure droite, avec les précautions requises, etau moyen 
d’un tube effilé de verre flambé, un peu du dépét qu’on ense- 
mencait immédiatement dans de l’eau de navets sucrée ou du 
mott de biére non houblonné. J’ai déja dit dans mon premier 
travail qu'il fallait se servir de liquides neutres ou trés faiblement 
acides, et ne pas dépasser 25° pour la température du rajeunis- 
sement. . 

Le tableau de la page suivante donne les résultats des expé- 
riences et de l’analyse des biéres quand cette analyse a été faite. 
Tous les nombres de l'analyse sont rapportés au litre : l’alcool 
est compté en centimetres cubes, les autres éléments en gram- 
mes. On a marqué de la lettre B, les levures conservées dans la 
biére qu’elles avaient produite; de la lettre L, celles qui étaient 
restées au contact du liquide acidulé et épuisant auquel elles 


avaient été mélangées, et dont elles avaient poussé plus ou moins: 


loin la fermentation. 

En prenant les ehoses en bloc, on voit d’abord quil y a 
6 casde mort sur 26 essais : c’est une proportion de 23°/,. J’avais 
trouvé 3cas de mort sur15 essais dansmes premiéres expériences. 
La proportion est donc a peu prés la méme. 

Encore tous ces cas de mort n’ont-ils pas la méme signifi- 
cation. Celui du ballon n° 410 par exemple était dé a invasion d’un 
pénicillium qui avait altéré le liquidedu ballon et lalevure sous- 
jacente. Il ne faudrait pas le compter dans la statistique, ce qui 
raméne la proportion des morts a5 sur.25, c’est-a-dire au méme 
chiffre exactement, 20 °/,, que dans mes premiers essais. 


4. Voir Etudes sur la biere, p. 225. 
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Ici encore, pour les ballons n®* 441, 417, 22, la mort est 
survenue sur des levures conservées dans des liquides trés 
alcooliques. Il n’en est pas de méme pour les ballons n° 18 et 
19, ot le titre alcoolique était faible. Mais l’acidité totale par 
litre était considérable, et comme j’ai fait voir que l’acidité est 
défavorable a la vie des levures, on ale droit d’attribuer a cette 
circonstance les cas de mort observés. 


eh iS LD 2 = 
hae Age Etat. i=) Alcool . = Extrait.| A. acit.| A.val. | 3 
1 | 17 ans. | Vivante | B | 31,1 | 17,0 | 48,0 | 0,064 | 0,114 | » 
2/15 a.6m Id. B | 2,2 | 41,0 | 34,0 | 0,133 | 0,470 |» 
3 Id. Id B 3,0 |- » | 58,0 | 0,463 | 0,427 | » 
= Id. \Id B 0,9 » » » » » 
5 Id. Id B 
6 Id. Id. B 
T Id. Id. kL 
8 Id. Id. B 
9 Id. Id B 
10 Id. Morte | B 
44) 45 a: 3m Id. i 
19 Id. Vivante | L 
4163. || May Als BY ae, Id B 
14 Id. Id B 
45 15 ans Id B 
146 ¢-45 a. 6m Id ie 
AT Id. Morte Ib; 
18 Id. Id. B 
49 45 ans. Td. 1B; 
20 Id. Vivante | B 
91 4A ans. id. B 
OD} Id. Morte B 
Oe} 45 ans. Vivante . 
B 
B 


Les ballons 17 et 19, les plus acides de la série, contenaient 
tous deux le liquide épuisant dont nous avons parlé plus haut et 
dans les deux, il reste encore dusucre non transformé. La levure 
a donc été rapidement atteinte par épuisement, et elle est sans 
doute morte de tres bonne heure, puisgu’elle n’a pas pu faire 
fermenter toutle saccharose mis asa disposition. Il ne faut pas con- 
fondre en effet cesrésidussucrés et ceux qu’on rencontre dansles 


i ee Bl ee a | a a iy Se Al P's 
as 5 Arey ty a ge Ne 


378 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


bieres. Mon premier travail, comme le second, montre qu'il reste 
apres 10 et 15 ans, dans des biéres ot la levure est restée 
vivante, et en dehors dela dextrine, une matiére sucrée réduisant 
la liqueur de Fehling, et qui semble non fermentescible, car on 
ne réussit pas & la faire disparaitre en privant par l’ébullition la 
hiere de son alcool, et en y réensemencant de la levure, soit a 
Vabri, soit méme au contact de lair. 

Les levures de fruits acides sont, comme je le montrerai 
bientOt, en moyenne beaucoup moins résistantes que les le- 
vures de biéres, mais pour celles-ci on voit qu’elles peuvent 
supporter facilement 15 4 17 ans-de séjour au contact de |’air 
dans un liquide pauvre en alcool et en acide libre. A l’abri de 
lair dans des ampoules closes, de méme qu’a sec, elles n’ont 
guére plus d’un an de durée. 

Je pourrais arréter ici ce travail si je ne m’étais proposé d’en 
tirer, par une méthode que je crois nouvelle, Ja solution d’un 
probleme qui a son petit intérét historique. On a dit et répéte 
qu’ayant la découverte des milieux a la gélatine, il était impos- 
sible d’avoir des cultures pures, et qu’en particulier M. Pasteur 
n’avait jamais puréussir a isoler, par les procédés de culture dé- 
crits dans son livre sur la bitre, une espece de levure des es- 
peces voisines. 

L’assertion ne laisse pas que desurprendre ceux qui ont 
collaboré ou assisté 4 ces études. M. Pasteur avait vu qu'il fallait 
se tenir en garde contre les mélanges d’especes, puisqu’il a dit, 
p- 218 et 219de ses Etudes sur la biére, que « tres souvent, surtout 
dans les brasseries mal tenues, et spécialement danscelles ou |’on 
fabrique plusieurs biéres, les levains sont des mélanges de diverses 
levures »; que « l’inconvénient de ces mélanges se fait sentir 
déja dans la fabrication, et plus encore dans la biére apres la 
fabrication » par suite du développement de saveurs nouvelles ; 
et enfin que « l’on doit redouter dans certains cas, les mélanges 
de levures presque a l’égal des ferments de maladie, quand 
ceux-ci n’ont pas pris une grande extension. » 

Pour éviter ces mélanges, on soumettait en général les 
levures a une inspection microscopique soigneuse, faite de pré- 
férence quelques heures aprés l’ensemencement, mais l’expé- 
rience ayant appris que la morphologie était un guide incertain 
pour la distinction des especés de levures, M. Pasteur avait pris 
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pour habitude de consulter aussi deux autres caracteres, l’exa- 
men de la biére au point de vue de son gotit et de la facon dont 
elle s’éclaircissait. Quand on se rappelle combien étaient dura- 
bles, dans ces bitres fabriquées au laboratoire, le gout et lalim- 
pidité, on a peine a croire que M. Pasteur soit resté exposé 
pendant toute la durée de ses études au danger qu'il connaissait 
et qu'il voulait éviter. . 

Il pouvait se faire, toutefois, que méme dans les levures 
quwil croyait les plus pures, il y ait eu un mélange en faibles 
proportions d’une ou de plusieurs levures étrangeres, ressem- 
blant assez a lalevure normale pour ne guére s’en distinguer au 
microscope, et saccommodant des mémes milieux au point de 
garder laméme proportion numérique vis-a-vis d’elle, car dans 
la série des ensemencements successifs auxquels on soumettait 
le mélange, elle aurait fini par écraser la levure normale si elle 
avait été plus active qu’elle, ou par disparaitre si elle l’avait été 
moins. Quelque rares qu’eussent pu étre ces conditions, elles 
étaient possibles et justifiaient ma curiosité au sujet de la pureté 
des levures rajeunies et revivifiées dans mes essais. 

Seulement il se présentait ici une difficulté. La méthode de 
culture sur des milieux solides, qu’on a reproché a M. Pasteur 
de n’avoir pas employée, est tres bonne pour séparer les consti- 
tuants d’un mélange quelconque. Appliquée par exemple a une 
levure renfermant 1 0/0 de levures étrangéres, on peut arri- 
ver facilement a isoler la Jevure principale qui a peuplé 99 0/0 
des colonies, si les deux levures ont Ja méme puissance de 
développement. 

Mais, précisément pour cela, elle est tres incommode pour 
déceler l’existence de la levure étrangeére. Il faudrait examiner 
et réensemencer au moins un cent de colonies pour avoir la 
chance de rencontrer une fois la levure mélangée. Encore avons 
nous admis qu’elle se développait dans le milieu gélatinisé a 
Végal de la Jevure normale. C’est sur quoi il est toujours pru- 
dent de ne pas compter. Ces milieux solides sont tous et diver- 
sement défavorables aux diverses levures, qui y sont en parti- 
culier plus sensibles 4 l’action de la chaleur qu’elles ne le 
seraient dans un mott sucré, de sorte que si on ensemence la 
gélatine alors qu’elle est encore un peu chaude, on peut sinon 
tuer, du moins paralyser assez i’une des levures du mélange 
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pour que l’autre se développe seule, et paraisse ainsi pure alors 
qu’elle était plus ou moins impure. c 

On pouvait pourtant, avec du soin et de la patience, et en 
multipliant beaucoup les essais, surmonter toutes ces difficultés. 
Mais alors s’en présentait une autre. Supposons que j’aie trouvé 
toutes mes cultures formées chacune d’une seule espece. Rien 
ne prouvait qu’il n’y en ait pas eu a l’origine, dans le ballon 
auquel j’avais emprunté mes semences, deux ou plusieurs dont 
une seule aurait été respectée par le temps. L’identification de 
cette derniére retrouvée dans mes essais, avec celle sur laquelle 
M. Pasteur avait opéré, était douteuse, parce que les étiquettes 
des ballons d’origine ou bien étaient incompletes, ou bien avaient 
été effacées par le temps, ou bien portaient des noms provisoires 
sur lesquels je ne savais rien. Les seules indications formelles 
étaient des dates et des filiations. C’était assez pour asseoir un 
contréle d’une déduction venue d’ailleurs, ce n’était pas assez 
pour étayer une conclusion. 

Le probleme était donc le suivant. Etant donnés 25 ou 
50 matras renfermant tous des cultures de levures diverses, 
chercher dans ces matras ceux qui contiennent la mémelevure. Ce 
travail préliminaire fait, il devient simple de savoir si cette 
levure est bien celle qu’avait étudiée M. Pasteur. C’est affaire de 
comparaison des dates et des données fournies pat les étiquettes 
avec les renseignements et les dessins qu’on trouve dans son 
livre sur la bire. C’est la premiere partie du probleme qui est 
seule intéressante, et voici comment je ]’ai résolue : 

Les étiquettes et les numéros des ballons étant préalablement 
brouillés, de fagon a éviter toute cause dillusion suggestive, 
jai fait une premiere série d’ensemencements de mes: divers 
matras dans des quantités égales d’un méme milieu neutre, 
favorable a tous. De ces cultures, qu’on peut considérer comme 
également peuplées, et avec une tres petite anse de fil de platine 
qui enléve la méme quantité de semence ou a peu pres, on ense- 
mence une solution nutritive, mais légerement alcaline, renfer- 
mant par exemple l’é sauicpieee de 150:ou 200 milligrammes 
d’ammoniaque par litre. Cette alcalinité fait & la semence des 
conditions défavorables, dont elle triomphe plus ou moins faci- 
lement, et l’expérience montre que le développement s’échelonne 
sur une période plus ou moins longue, et méme que sur quel- 


SUR LA CONSERVATION DES LEVURES. 384 


ques lots il ne se fait pas du tout. Il y a évidemment des raisons 
pour considérer non comme identiques, mais comme pouvant 
étre identiques tous les lots qui ont donné une culture le méme 
jour. Les quantités de semence ont en effet partout été les 
mémes, et d’un autre cdté, la multiplication marche tres vite dés 
qu'elle est devenue apparente a l’a@il, de sorte qu’on ale droit de 
faire des catégories, et de ranger dans un méme lot, dans un 
méme classement, tous les matras qui se sont montrés féconds 
le méme jour. A l’égard de ceux qui ne donnent rien, il suffit de 
recommencer l’expérience avec un liquide un peu moins alcalin 
pour les voir se classer comme les autres. 

Il est bien entendu qu’on fait de tous ces matras, au moment 
ou on les trouve peuplés, une inspection microscopique, dont les 
résultats corroborent ou infirment les conclusions qu’on peut 
tirer de la simultanéité du développement. Il est bien entendu 
aussi que sion le juge utile, on fait des essais comparatifs sur 
gélatine nutritive. Mais dans ces milieux, les Jevures sont dans 
des conditions plus défectueuses et prennent des formes plus 
anormales que dans les motts. 

On fait deux ou trois cultures successives de chacune des 
levures dans le milieu alcalin, en ensemencant a chaque fois 
avec une petite quantité de semence, de fagon a éteindre, dans le 
cas ot il y aurait eu mélange a Jorigine, celle des deux levures 
qui s’accommode le moins bien de lalcalinité du milieu. Puis on 
reporte en milieu neutre et on fait une comparaison soigneuse 
de cette culture venant d’un milieu alcalin avec une autre cul- 
ture dans un milieu identique, mais dont Ja semence a été em- 
pruntée au matras d’origine, et renferme l’espéce, ou les espéces 
qu'il s’agit de séparer. Cette comparaison avertit le plus souvent 
s'il y a eu mélange, mais il faut soumettre cette conclusion a 
une autre épreuve avant d’y ajouter foi. 

Il suffit pour cela de recommencer avec un milieu acide ce 
qu’on vient de faire avec un milieu alcalin. En prenant du mout 
de biere acidulé avec 1 & 2 0/0 d’acide tartrique. on peut bien plus - 
stirement qu’avec les liqueurs, trop faiblement acidulées, em- 
ployées par M. Pasteur, réparur sur une semaine les éclosions 
des divers matras ensemencés et faire par conséquent un lotisse- 
ment nouveau. Si ses résultats coincident avec le premier, c’est- 
a-dire siles levures qui ont éclos le méme jour dans un milieu 


PN, Oe, ee NG eg ee Oe ey 
5 6, ? 


382 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


alcalin se montrent aussi contemporaines en milieu acide, si de 
plus l'inspection microscopique qu’on a du faire dans les deux 
cas révele entre elles une identité de forme qui se retrouve la 
méme quand on les raméne en milieu neutre, on a évidemment 
de tres bonnes raisons de les considérer comme identiques. Si au 
contraire les deux séries de cultures du matras d’origine, l’un en 
milieu acide, l’autre en milieu alcalin, aboutissent a des formes 
différentes, qui restent différentes quand on les raméne en mi- 
lieu neulre, la conclusion s’impose d’elle-méme. Il y a mélange. 
On voit que la méthode est infiniment plus courte et tout aussi 
sire que la méthode des cultures sur gélatine. 

Dans Vespéce, il ne me restait plus, apres avoir réglé pour 
chacun de mes ballons cette question initiale, qu’a faire un 
récolemeut d’étiquettes et a voir si les levures que j’avais isolées 
correspondaient bien, dans leur filiation, avec les inductions a 
tirer des comparaisons des dates, et dans leurs propriétés mor- 
phologigues, avec les indications du livre sur la biere de M. Pas- 
teur. 

Voici brievement résumés les résultats de cette étude. 

Les neuf premiers numéros du tableau se rapportent aux 
neuf ballons dans lesquels j’ai retrouvé vivant le Saccharomyces 
pastorianus des Etudes sur la biére.\\ y était a Vétat absolument 
pur. J'ai essayé de voir s’il appartenail exclusivement a l’une 
des variétés I, I ou HT que M. Hansen a établies dans cette 
espece, ou sil était un mélange des trois. Mais il m’a paru que 
cetle classification de M. Hansen était artificielle. Les plus 
grosses différences sont que l'une des variétés est une levure 
basse, l’autre une levure haute, la troisibme intermédiaire entre 
les deux. Mais ce caractére est variable selon la nature des mi- 
lieux, et par exemple le méme saccharomyces ne se comporte pas 
de la méme facon en milieu acide et en milieu alcalin. J’ai done 
cru devoir, pour le moment du moins et jusqu’dé plus ample 
informé, me borner a caractériser lespece. 

Il est remarquable que pour les trois échantillons de biére 
produite par cette espece et soumise a l’analyse, on ait trouvé, 
comme acides volatils, un mélange d’acide acétique et d’acide 
valérianique, tandis qu’avec d’autres levures on ne rencontre 
que de l’'acide acétique et méme (V. mon premier Mémoire) de 
acide valérianique pur. Il faut évidemment rapprocher ces dif- 
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férences des différences qu’ameénent ces levures dans le bouquet 
et la saveur des motts qu’elles font fermenter. 

Les n°s 12, 13, 14 et 15 contiennent tous quatre une seule et 
méme levure, celle que M. Pasteur a décrite sous le nom de 
nouvelle levure haute, a la page 194 de ses Etudes sur la biére. 
La pureté de cette levure n’a rien qui puisse surprendre: elle 
provenait d’un ensemencement spontané, et avait été l’objet 
d'une série de purifications méthodiques. D’apres les étiquettes, 
le n° 14 contenait Jaméme levure, mais 1a elle était morte. 

De méme, le n° 16 contient a l'état pur la devwre caséeuse 
décrite page 196 du méme livre. Les n°s 17 et 18 contenaient 
la méme levure morte. D’aprés les analyses dutableau, ces deux 
levures donnent toutes deux de l’acide acétique. Il n’y a pas a 
ajouter d’importance aux différences dans les chiffres, qui sont 
en rapport avec les différences dans les poids de levures, trés 
inégaux, qu’on trouvait dans les divers ballons. 

Le n° 20 était une levure donnée comme provenant de la 
brasserie K... Elle était formée de deux levures: lune grosse et 
ronde, l’autre petite et ovale. 


Le n° 21 était une levure provenant de la brasserie V... Elle 


m’a paru pure. 

Les n° 23, 24 et 25 ne portaient aucune mention d’origine. 
Les deux premiers m’ont paru contenir chacun une espece pure, 
différente des précédentes. Le dernier n’a pas été étudié. 

Le n° 26 était une levure provenant de la brasserie T... 
C’était une levure basse, mélangée d’un peu d'une levure haute 
et plus grosse. 

On voiten résumé que sur les 20 ballons étudiés au point de 
vue de la pureté de lespéce, 2 seulement contenaient deux 
levures différentes, et ils provenaient tous deux d’une levure de 
brasserie, restée en dehors des expériences de M. Pasteur, et non 
soumise a des purifications méthodiques. En somme, la tech- 
nique basée sur les propriétés physiologiques des levures, sur 
leur inégale puissance ou leur inégale rapidité de développe- 
ment dans divers milieux, peut conduire a les distinguer et ales 
séparer les unes des autres, aussi bien que la technique des cul- 
tures sur gélatine, et méme se montrer supérieure dans certains 
problémes particuliers, tels que celui de ce travail, ot elle a été 
plus commode et plus rapide. 
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RECHERCHES SUR LA VACCINATION ANTIRABIQUE 


Par MM. BABES et LEPP, a Bucarest. 


a La vaccination antirabique del’homme donne dans les mains 

| de M. Pasteur et de ses éléves des résultats stirs. Depuis le com- 
mencement de la vaccination antirabique a Bucarest, du 6 mai 
1888 au 6 mai 1889, sur 146 cas de morsures par des chiens 
enragés dont Ja rage a été confirmée cent deux fois dans notre 
Institut, nous n’avons pas eu un seul insucces. 

Cependant les plaies graves a la téte produites par des loups 

enragés résistent parfois au traitement. 

Contre les morsures du loup, on emploie partout un traite- 
ment plus intensif en injectant des quantités plus considérables 
de vaccin, en répétant plusieurs fois la série des inoculations, et 
en allant jusqu’aux moelles fortes du second jour et méme du 
premier jour. Dans certaines stations, on donne pendant quelques 
jours 12 a 24 centimetres cubes d’une émulsion assez concentrée 
de moelle rabique, et le traitement dure au moins un mois. 

Nous nous sommes demandéa quelle dose maximum de moelle 
rabique on peut aller sans compromettre la vie, et s’il n’existerait 
pas de vaccin efficace en méme temps qu’inoffensif. Des recher- 
ches dans cette direction pouyaient encore nous apprendre si la 
vaccination agit par le virus méme ou par une substance chimi- 
que, et si les cellules de lorganisme rendu réfractaire peuvent 
transmettreleuri:mmunité. Dans une communication faite en 1887 
dans les Archives de Virchow, l'un de nous avait constaté que 
ni la substance virulente filtrée par le filtre Pasteur, nila sub- 
stance virulente exposée longtemps a la température de 75° centi- 
grades, nil’ extrait alcoolique évaporéa une haute température, ne 
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donnent la rage et ne sont capables de vacciner. Des résultats sem- 
blables ont été obtenus aussi par d’autres expérimentateurs. Ces 
recherches ont été poursuivies et élargies de la facon suivante : 


I 


Nous avons cherché d’abord & déterminer la puissance vacci- 
nale des moelles desséchées suivant leur Age. 

a — Deux chiens et deux lapins ont été vaccinés pendant sept 
jours avec la moelle de 14 jours. Les chiens recevaient chaque 
jour 30 grammes, les lapins 10 grammes d’émulsion de 2™™ 
de moelle dansun gramme de bouillon. Les lapins et les chiens, 
en méme temps qu’un chien de contrdle, ont été inoculés avec 
Je virus des rues, 6 a 8 jours aprés la fin du traitement, et tous 
ont succombé a la rage 15 et 18 jours apres l’inoculation. 

6 — La méme expérience répétée avec la moelle de 13 et de 
10 jours a donné le méme résultat. 

c¢ — Nous avons constaté d’abord, a plusieurs reprises, que 
notre moelle de 6 jours ne donne pasla rage, mais qu'elle déter- 
mine souvent, apres inoculation intracranienne chez le lapin, la 
flevre prémonitoire. 

Ce fait établi, nous avons vacciné deux chiens en Jeur injec- 
tant 8 grammes d’émulsion de moelle de 6 jours pendant 8 jours 
consécutifs. Cing jours apres, ces chiens, en méme temps qu’un 
chien de contréle, ont été inoculés par trépanation avec le virus 
des rues. L’un des chiens succomba 8 jours apres, a une maladie 
intercurrente ; le chien de contréle mourut enragé au 18° jour, 
tandis que le second chien vacciné est encore en pleine santé, 
six mois apres l’expérience. Un lapin, inoculé aussi avec les 
mémes moelles de 6 jours, est resté sain. 

d — Deux chiens ont été vaccinés: le premier jour avec 
4 grammes de moelle de 10 jours, et 4 grammes de moelle de 
8 jours, le jour suivant avec les moelles de 8 et 7 jours, le 
troisizme jour avec celles de 6 et 7 jours, et les 7 jours sui- 
vants chaque jour deux fois avec la moelle de 6 jours. Apres 
15 jours, les deux chiens, de méme que deux lapins de contrdle, 
ont été inoculés avec le virus des rues; les lapins succombérent 
aprés 12 et 13 jours, l'un des chiens 19 jours aprés la trépanation, 
avec les symptomes de la rage, tandis que l’autre chien vacciné 
a résisté. 

25 
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Comme la vaccination, poussée méme jusqu’aux moelles tout 
& fait virulentes, ne préservye pas toujours les chiens contre 
Vinoculation du virus des rues introduit par trépanation, le 
résultat obtenu en vaccinant avec des moelles qui ne sont plus 
mortelles par trépanation, nous semble assez bon. 


I 


Nous nous sommes demandé ensuite si la vaccination par des 
substances chimiques peut produire l’immunité. Les expériences 
que M. Pasteur a fait faire par M. Vialla rendaient ce résultat. 
tres probable. Nous avions constaté déja en 1887 (Journal des 
Connaissances médicales, mai) que la température de 63-70° C., 
tue le virus rabique, et que par l’inoculation de 10 grammes de 
moelle chauffée a 70°, les lapins n’étaient pas rendus réfrac- 
taires contre la trépanation avec le virus des rues. Nous ayons 
continué ces expériences de la facon suivante : 

a — Une émulsion du cerveau entier d’un lapin mort de la 
rage fixe a été chauffé le jour méme au bain-marie jusqu’a 80°, et 
inoculée 4 deux reprises & un chien. La méme épreuye a été 
répétée pendant 7 jours. Sept jours apres, le chien fut inoculé par 
trépanation avec le virus des rues. Il succomba 15 jours apres a 
la rage. 

6 — Deux chiens ont été vaccinés dela méme facon sans élre 
infectés ensuite. Ils moururent, sans symptomes de rage, 17 et 
12 jours aprés la fin du traitement, avec un affaiblisement général 
et sans présenter de lésions appréciables. 

¢ —— Une expérience analogue a été faite sur deux chiens qui 
recurent, pendant 12 jours, chaque jour l’émulsion faite avec un 
ceryeau de lapin de passage. Tous les deux succombaient 4 et 6 
jours aprés la fin du traitement, sans symptomes de rage et sans 
lésions anatomiques. 

d — Kn constatant que la vaccination avec des doses considé- 
rables de substance rabique produit ordinairement la mort de 
l’'animal par atfaiblissement général, et que ce procédé ne préserve 
pas contre la rage, nous avons essayé, en commun avec M. Pus- 
cariu, de préparer d’abord l’organisme du chien par des doses 
plus faibles du méme vaccin chauffé de la maniére suivante : 

Trois chiens furent vaccinés pendant dix jours. Le premier jour 
chacun d’eux recut 5 grammes, le jour suivant 10 grammes, le 
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3° jour 15 grammes, et les jours suivants 20, 25, 30,35, 40 et 45 
grammes, cette derniére dose représentant la moitié d’un cerveau 
de lapin mort de la rage fixe. 

Cing jours apres la fin du traitement, deux de ces chiens, en 
méme temps qu’un chien de contréle, ont été inoculés par trépana- 
tion avec le virus des rues. Un des chiens vaccinés et trépanés 
succomba a la rage 44 jours aprés la trépanation, de méme que 
le chien de contrdle, tandis que l’autre chien vacciné et trépané 
et le chien vacciné et non trépané vivent encore trois mois apres 
Vinfection. La moelle chauffée & 80°, el qui n’est plus virulente, 
peut done donner l’immunité. 


I 


Apres avoir constaté qu’une masse considérable de la sub- 
stance cérébrale du lapin rabique, chauffée a 80°, peut aussi pro- 
duire la mort de l’animal, nous avons entrepris d’autres expérien- 
ces pour préciser le maximum de la dose inoffensive pour le chien. 

a — Deux chiens vaccinés pendant huit jours, chaque jour 
avec 50 grammes de liquide contenant 5°" de moelle, et ayant 
recu ainsi plusieurs séries de moelles de 12a 1 jour, sont morts, 
de 14 jours a 1 mois apres la vaccination, sans symptémes de 
rage, mais avec amaigrissement et faiblesse. Le bulbe des chiens, . 
inoculé aux lapins, ne donnait pas la rage. 

b — Un chien recut 3 jours de suite 100 gr. d’une émulsion 
faite avec 1 cent. de moelle, et chauffée pendant 12 heures a 60° C. 
li mourait 14jours apres avec lesmémessymptimes que plus haut. 

c — Unextrait acide et alcoolique de cerveaux rabiques, filtré, 
évaporé dans le vide et donnant les réactions des ptomaines, pro-_ 
duisit la mort de deux lapins et d’une souris, en quelques jours, 
sans paralysie et sans symptomes de rage. 

Nous avons pu constater que des souris, inoculées avec de 
petites quantités d’extrait rabique, contenant 0,1 gram. de sub- 
stance fixe, meurent souvent en 12-30 heures. Les lapins inoculés | 
avec de plus grandes quantités (plusieurs grammes) meurent 
en quelques jours, les cobayes inoculés avec la méme quantité 
sticcombent le jour suivant. Kn inoculant dans le péritoine du 
cobaye, 4 deux reprises, un liquide contenant0,1 gr. de substances 
fixes, l’animal devient triste et meurt le méme jour sans lésions 
appréciables. 
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Ayec Vextrait du cerveau d’animaux bien portants, inoculé 
dans les mémes conditions, nous n’avons observé aucun acci- 
dent. 

Il faut ajouter que deux souris qui ont été inoculées avec 
de petites quantités (0,5 gr.) de l’extrait rabique ont survécu et 
elles ont résisté aussi, quelques jours aprés, aux inoculations 
avec des doses plus grandes, qui ont tué une souris de contrdle. 

d — Tandis que l’inoculation de ces extraits ou de grandes 
masses de substance vaccinatoire est toxique, | inoculation 
de 24 grammes par jour de vaccin commun (moelles de 12 a 1 
jour) pendant 14 jours a été supportée par un chien. Dans un 
autre cas, le chien inoculé de la méme facon mourut vingt jours 
apres la fin des inoculations, par affaiblissement, sans lésion 
appréciable, et sans que sa moelle fut virulente. 

e — Deux chiens ont été vaccinés pendant 30 jours, chaque 
jour avec 20 grammes d’émulsion d’un mm. de moelle pour 
1 gramme de bouillon; ils recurent le premier jour les moelles de | 
12, 141, 10 et 9 jours, le second jour les moelles de 8, 7, 6, 
5 jours ; le troisitme jour Jes moelles de 4, 3, 2 et 1 jour. Cette 
série a été répétée 10 fois. Les deux chiens sont encore bien 
portants 5 mois aprés la vaccination. 

Ces recherches montrent done qu’on peut aller chez le chien 
jusqu’a une quantité assez grande sans que l’action toxique de la 
substance rabique se manifeste. Pour étre str de n’avoir pas d’acci- 


dent, il est préférable de commencer l’inoculation avec des doses 
faibles. 


DY 

Les expériences précédentes montrent aussi qu’on peut 
vacciner avec des substances qui ne donnent pas la rage et qui 
ne sont pas toxiques a petite dose. Seulement, pour produire 
Vimmunité avec ces substances, il faut employer de grandes 
doses dont usage n’est pas tout a fait inoffensif. 

Nous nous sommes demandé si les liquides et les cellules des 
animaux rendus réfractaires ne sont pas devenus des vaccins et 
ne peuvent pas préserver aussi d’autres organismes. 

Nous avons vu, pendant le cours de nos recherches, que ce 
probleme était étudié pour diverses maladies expérimentales, et 


cela nous a encouragés a suivre cette idée. Nous ayons pr océdé 
de la facon suivante : 


RECHERCHES SUR LA VACCINATION ANTIRABIQUE. 389 


a — Deux chiens vaccinés et revaccinés ont fourni le maté- 
viel vaccinal. On prit pendant 6 jours, chaque jour deux seringues 
de 5 grammes de sang de leur veine jugulaire, et on linjecta a 
deux autres chiens. 

Le septiéme jour, ces deux derniers chiens, en méme temps 
qu'un autre qui servait de controle, ont été inoculés par trépana- 
tions avec le virus des rues. L’animal de controle, de méme que 
l’un des chiens vaccinés, moururent au seiziéme et au vingtieme 
jour aprés lopération, tandis que jie second chien vacciné vit 
encore six mois et demi apres la trépanaticn. 

6 -— Deux lapins recurent pendant sept jours, chaque jour 
4 grammes de sang des chiens vaccinés. Ces lapins, en méme 
temps que deux lapins de controle, ont été inoculés sous la peau 
avec le virus des rues. Les deux animaux de contréle moururent 
18 et 21 jours apres l’inoculation sous-cutanée, tandis que les 
deux lapins: vaccinés mouraient cinquante et soixante-deux 
jours apres Vinoculation; ils avaient succombé a des maladies 
intercurrentes; leur bulbe inoculé n’a pas donné la rage. 

c¢ — En répétant les mémes expériences mais ea inoculant 
les animaux vaccinés avec un virus en train de se fixer, les ani- 
maux vaccinés n’ont pas résisté. 

d — Quatre chiens a qui l’on avait rasé la téte furent mis 
dans la cage d’un chien enragé qui les mordit a la téte. Deux de 
ces chiens servaient de contréle, et deux d’entre eux avaient été 
vaccinés avec du sang pendant sept jours. Les deux chiens de 
controle prirent la rage 16 et 28 jours apres la morsure; l'un des 
chiens vaccinés mourut un mois apres la morsure, sans symptdé- 
mes de rage, et sans que son bulbe inoculé au lapin ait produit 
la rage); l'autre chien vit encore aprés plus de 2 mois. 


CONCLUSIONS 


1° Ces données confirment d’abord lefficacité et l’inoffen- 
sivité du traitement antirabique d’apres le systeme de M. Pasteur, 
et surtout apres les derniéres modifications apportées a ce traite- 
ment; nous pouvons ajouter que nous nous sommes en effet 
convaincu plusieurs fois que les chiens mordus la téte par des 
chiensenragés ont été sauvés par l’application de notre traitement, 
tandis que les autres méthodes, par exemple la vaccination avecla 
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substance atténuée par la chaleur oujavec une dilutionide la subs- 
tance rahique fixe, donnent des résultats peu constants, Cette 
dernire méthode, recommandée de nouveau dans ces derniers 
temps, nous a donné une fois la rage au lieu de l'immunité. 

2° Nos expériences tendent encore 4 montrer qu’on peut 
vacciner avec des substances qui sont a la limite de Jeur action 
pathogéne, qui ne produisent par inoculation méningée qu'une 
fisvre passagere mais jamais la mort des animaux. I] est méme 
possible qu’on puisse vacciner avec des substances qui ne ren- 
ferment plus de virus vivant, seulement il ne faut pas oublier 
que dans les expériences de M. Pasteur, de méme que dans les 
notres, on ne peut pas exclure une certaine action vilale du virus 
rabique. Aussi ces substances, dont l’action vitale n’est pas 
prouvée, ont-elles une action vaccinante tres peu stable, et ilnous 
semble qu il en faut toujours employer de grandes doses pour 
produire l’immunilé contre l’inoculation intracranienne. 

3° D’autres substances, d’ou le virus est tout a fait exclu, 
ainsi la substance rabique filtrée par le filtre Pasteur ou bien 
chauffée a 100°, ou chauffée longtemps 4 80°, ou enfin Vextrait 


alcoolique de cette substance, ne produisent nila rage ni lim= 


munité. 

4° La substance rabique, méme apres stérilisation, est toxique 
en grande quantité, et il. faut se garder d’en employer trop pour 
vacciner, Gependant on peut accoutumer l’organisme a de grandes 
doses de vaccin en commencant par des doses plus petites; mais 
cette propriété n’a rien 4 faire avec Ja vaccination antirabique. 

5° Il faut admettre la possibilité de vacciner avec les liquides 
et les cellules des animaux rendus réfractaires. 

En revenant aux questions que nous nous sommes posées au 
commencement de ce travail, nous sommes disposés & admettre 
lefficacité non seulement de la vaccination par un virus vivant, 
méme avec un virusatténué qui ne produit plus larage, mais aussi 
la réalité de la vaccination par les cellules vivantes provénant 
des animaux rendus réfractaires ; il nous semble au contraire peu 
probable qu’on puisse arriver & employer utilement des substances 
purement chimiques provenant des animaux enragés, 
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Benning. — Contribution a l’étiologie du charbon, Zeitschr. f. Hygiene, 
t. VI, p. 120 et 468, 


Le titre donné par M. Behring 4 ses mémoires pourrail induire en 
erreur sur leur contenu, car il s’agit surtout d’étudier la valeur anti- 
septique de diverses substances vis-a-vis de la bactéridie charbon- 
neuse. Mais dans cette recherche, M. Behring a rencontré des faits 
intéressants et qui méritent qu’on s’y arréte. Beaucoup confirment ce 
que j’avais dit en 1885 dans ma Microbiologie, et ce que ces Annales 
ont toujours maintenu au sujet du degré de contingence de toutes les 
réactions dites antiseptiques. 

Ainsi, la bactéridie charbonnéuse s’accommodant également mal 
d'un excés d’acidité ou d’alcalinité dans son milieu nutritif, un acide 
favorisera le développement dans un bouillon alcalin tant qu'il ne le 
rendra pas acide, et il en sera de méme pour un alcali dans un milieu 
un peu trop acidulé. La méme substance sera done favorable et défa- 
vorable suivant les doses. 

Dans ces cas, la nature de l’acide ou de la base sera naturellement 
in peu indifférente, Mais il yen a ot les caractéres chimiques du sel 
ajouté, je ne dis pas de sa base, auront de Vimportance. Par exemple, 
M. Behring a fait voir que la bactéridie charbonneuse, semblable en 
cela & une foule de ferments, donnait en se multipliant un acide qui 
entravait sa croissance. Si on ajoute du carbonate de chaux au liquide, 
cet acide est saturé & mesure de la production et devient inoffensif. 

Mais on ne pourrait pas remplacer le carbonate de chaux par du 
carbonate de potasse, sel soluble et alcalin, qui rendrait le milieu défa- 
vorable au bacille. 

On trouve un nouvel exemple de ces faits, paradoxaux seule- 
ment en apparence, dans l’étude de I’action antiseptique des sels de 
mercure et d’or. Le sublimé perd de sa puissance antiseptique dans 
les milieux alcalins, ou le mercure est précipité 4 l’état d’oxyde. Il la 
conserve en présence du sel marin, de la peptone ou d’un ‘acide qui 
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l'empéchent de se précipiter; il la conserve encore dans des milieux 
ou il n’y apas d’albumine. C’est l'inverse pour les sels d'argent, que 
le sel marin précipite a I’état de chlorure. L’ammoniaque, les bases 
organiques et l’albumine redissolvent, il est vrai, ce chlorure et main- 
tiennent l’argent al’élat d’oxyde qui est moins actif que le nitrate dar- 
gent, de sorte qu’en leur présence le nitrate conserve encore un peu 
d’activité. Il la perd en présence des acides. 

Les sels de protoxyde de mercure ressemblent, sous ce point de 
vue, aux sels d’argent, de sorte qu’on a le spectacle trés singulier d’un 
méme métal, le mercure, se comporlant de facons trés diverses dans 
un méme milieu, suivant qu’il est a l'état de sel de protoxyde ou de 
bioxyde. 

A ces faits curieux, mais facilement explicables, M. Behring en 
ajoute un plus curieux, mais qu’il laisse plus inexpliqué. L’aurocya- 
nure de potassium empéche, ala dose de un millionniéme, le déve- 
loppement du bacillus anthracis dans le bouillon, la gélatine et la 
gélose. Il est beaucoup moins actif quand le bouillon a été légérement 
alcalinisé avant la cuisson, ce qui y fait entrer en solution un peu 
d’albumine. Il l’est encore moins en présence du sérum du sang, dans 
lequel il n’agit sur la bactéridie qu’a la dose de ‘/29 909 ou de '/39 ooo. 

Rien, dans la réaction du liquide ou dans sa richesse en sels, n’ex- 
plique ces différences. M. Behring en a recherché les causes dans la 
matiére albuminoide, et il s’efforce de prouver que c’est non pas I’al- 
bumine, mais la globuline du sérum qui affaiblit la puissance de l'au- 
rocyanure de potassium. 

On sait qu’on désigne sousle nom de paraglobuline la matiére qui 
se précipite lorsqu’on fait passer un courant d’acide carbonique dans 
du sérumnon neutralisé et étendu d’eau. Celte paraglobuline contient 
en outre du fibrinogeéne et du ferment de la fibrine. En la séparant et en 
la redissolvant dans une trace de soude, on en fait un excellent milieu 
de développement pour le bacille du charbon qui n’y est arrété que 
par '/15 090 dusel dor, c’est-d-dire par une dose supérieure & celle qui 
est nécessaire pour stériliser du sérum étendu au méme degré. 

Il n’en faut plus maintenant que ‘/,; 990 & ‘/so0 oo9 pour slériliser 
le sérum débarrassé de paraglobuline, 

Il n’est pas douteux, d’aprés cela, que la substance précipitée par 
acide carbonique ne géne, pour son compte personnel, l’action anti- 
septique de l’aurocyanure de potassium. Toute la question est de 
savoir s'il faut attribuer cet effet & une substance dite paraglobuline, 
ou, ce quirevient au méme, s'il faut ajouter foi a l’existence réelle de 
ce corps. C’est un point sur lequel je confesse mon scepticisme. Ce 
n’est pas’ ici le lieu d’en donner Jes raisons, et je n’aurais méme pas 
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fait cette réserve si M. Behring ne tirait de son étude une conclusion 
qui me semble prématurée. Ajoutant une foi absolue aux recherches 
par lesquelles M. L. Frédéricq a essayé de prouver que dans lesang des 
animaux d’espéces différentes, et méme de ceux d'une méme espéce, 
il n’y avait pas toujours les mémes quantités d'albumine et de para- 
globuline, M. Behring laisse entendre qu’il faut tenir compte de ces 
différences dans l’application des antiseptiques aux hommes et aux 
animaux. J’incline & penser, au contraire, que les différences trouvées 
par M. L. Frédéricq sontcontingentes, que le mode opératoire y est pour 
beaucoup, et que si on n’a, au fond, aucune raison sérieuse de croire 
que, dans une méme espéce vivante, le sang est toujours le méme a dif- 
férents moments et a diverses époques, il y a au contraire des raisons 
de penser que ces variations sont comprises dans d’étroites limites. 
Cette maniére de raisonner, déja employée par M. Behring dans ses 
recherches sur l'immunité des rats blancs contre le charbon, et qui 
revient 4 juger ces questions d’immunité par des fails tous pris en 
dehors de l’organisme, me semble assez périlleuse pour qu’on ne lui 
donne droit de cité dans la science que lorsqu’elle se sera entourée de 
raisons sérieuses qui lui font encore défaut. 

Le fait découvert par M. Behring peut, en effet, recevoir bien des 
interprétations. Rien ne prouve, par exemple, quil n’y ait pas, dans 
lesérum du sang, en quantités trés,minimes, une substance réduisant 
le cyanure d’or et précipitable par l'acide carbonique. en méme temps 
que la prétendue globuline. Ce serait alors cette substance qui y détrui- 
rait, en quantités minimes aussi, le sel d’or, dont l’excédent seul, res- 
tant en solution, exercerait ses propriétés antiseptiques. 

Les faits qui me restent a exposer sont du méme ordre : trés inté- 
ressants en eux-mémes, ils sont encore d’une interprétation dou- 
leuse. 

Dans ane série de recherches sur des antiseptiques divers, M. Behring 
est arrivé a voir qu’il y avait un rapport assez constant entre les doses 
antiseptiques du sel employé, je veux dire celles qui arrétent la crois- 
sance de la bactéridie charbonneuse dans dusérum, et les doses toxiques, 
je veux dire celles dont l’inoculation sous-cutanée suffit a tuer un 
animal d’un poids donné. Je prends un exemple. Avec 100 milligrammes 
de sublimé, onempéche une culture de bactéridie sur un litre de sérum. 
Pour tuer un lapin par voie d’injection sous-cutanée, il en faut, 
d’apres les expériences de Riedel, environ 17 milligrammes par kilo- 
gramme de lapin. Le rapport de 100 a 17 est & peu prés de 6; c'est ce 
rapport que M. Behring appelle toxicité relative. 

Chose assurément assez singuliére, ce rapport est a peu pres cons- 
tant quand on s’adresse non aux poisons spéciaux de certains tissus, 
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comme I’atropine, la morphine, la vératrine, mais aux plus usuels des 
antiseptiques. Voici pour le’prouver, des doses antiseptiques et toxiques 
de divers sels, exprimés en milligrammes par kilogramme de sérum 


ou de lapin. 
Doses antisept. Doses toxiques. Toxicité 


relative. 
Acide phénique:. s2%'5 sas 1700 270 6 
Bichlorure de mercure. ... . 100 17 6 
TLichlORUre d 16 G. ore ees 330 58 6 
Solmalcadlewd-argent-s eee 75 20 4 
Chlorhydrate de quinine. .. . 800 170 5 
Chlorhyd.d’hydroxylamine. . . 670 59 12 
Mercuro-cyanure de potassium. Aly 350 6 
Argento-cyanure de pot... . 20, 3,3 6 
Auro cyahure de pot..... 40) 6,7 5a6 


Il est clair que ces chiffres n’ont rien d’absolu, mais quand on songe 
A l'infinie variété des réactions auxquelles une substance est soumise 
quand elle est introduite dans l’organisme par voie d’inoculation 
sous-cutanée, on ne peut que s’étonner de voir une sorte de propor- 
tionnalité entre son action sur un ¢tre vivant et celle qu’elle produit 
sur le bacille charbonneux dans un tube de sérum. 

Est-on autorisé a aller plus loin, et & conclure, comme M. Behring, 
qu'il y a peu d’espoir de rencontrer un « antiseptique non toxique »? 
Bornons-nous 4 remarquer que cela n’est pas nécessaire, et que pour 
nous rendre des services, les antiseptiques que nous employons n’ont 
pas besoin de tuer les microbes contre lesquels on les envoie lutter. 
Il suffit qu’ils arrivent a les affaiblir, avec le concours des cellules de 
Yorganisme, et rien ne nous dit qu’a des doses plus faibles que les 
doses mortelles, le rapport que nous avons appelé toxicité relative ne 
soit pas renversé. 

Dx, 

G. Buner, — Remarques sur la théorie de la fonction des glandes. 
Archiv. f. Anat. wu. Physiol. 1886, p. 589. — Sur les origines du fer 
dans l’organisme du nourrisson. Zeitchr. f. Physiol. Chemie, t. XII, 
p- 899, 1889, 


Les exemples ne manquent pas pour montrer que la vie cellulaire 
est fonciérement la méme dans le monde des animaux supérieurs et 
dans celui des infiniment petits. En voici un nouveau dont l'étude 
souléve des idées intéressantes. On sait que la composition des cendres 
d’un microbe est trés souvent différente de celle du milieu minéral en 
solution dans son liquide nutritif, et que par conséquent, elle ne dépend 
pas, ou ne dépend pas. seulement d'une question d’endosmose. 


REVUES ET ANALYSES, 395 


M. Bunge a de méme montré, il y a quelques années, que la composi- 
tion des cendres du lait n’était pas la méme que celle du sang dans 
lequel puisaient les glandes mammaires. En revanche il a fait voir 
quelle était a trés peu prés la méme que celle des cendres du nourris- 
son, supposé incinéré en bloc. Celui-ci ne semble donc pas choisir, en 
lenvisageant dans son ensemble; mais dans le détail, il est clair quil 
sélectionne aussi, et que la composition de ses muscles est différente 
de celle de ses os. 

Ges ressemblances et ces différences sont curieuses. Elles sont consi- 
gnées dans les nombres suivants : 
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100 p, de cendres Lait de Sang de | Sérum du 
OS 

contiennent. Lapin. Chien. Chat. chienne. chienne, |méme sang. 
Kk? 10,8 8,5 10,1 10,7 By 2,4 
Na?0 6,0 8,2 8,3 61 45,6 52,1 
Cad 35,0 35,8 344 34,4 0,9 2.1 
MgO 2,9 1,6 1,5 1,5 0,4 0,5 

Fe?03 0,23 0,34 0,24 0,14 9,4 0,12 
Ph?05 41,9 39,8 40,2 31,0 M39, 5,9 
Cl 4,9 dg ea 12,4 35,6 47,6 


On voit combien les cendres du lait ressemblent plus a celles du 
nourrisson que celles du sang ou du sérum. Elles sont plus riches que 
le sang en potasse, plus pauvres en soude, contiennent en beaucoup 
plus grande abondance les éléments du phosphate de chaux des 0s, ete. 

Le fer seul est dans le lait en quantités sensiblement moins grandes 
que dans les cendres de l’animal. M. Bunge est revenu sur cette com- 
paraison qui doit étre faite avec soin pour étre probante, et qui ren- 
contre certaines difficultés. Si on s’adresse a de petits mammiféres, on 
n'a pas assez de lait pour que le dosage du fer soit précis. Si on en 
prend de gros, leurs nourrissons ont un volume qui en rend l'incinéra- 
tion difficile. M. Bunge s’est adressé a la chienne. Il a incinéré de 
jeunes chiens quelques heures aprés leur naissance, avant qu’ils n’aient 
tété, et a recueilli pendant une quinzaine le lait de la mére. Il a trouvé 
que dans 100 parties de cendres, il y avait chez le jeune chien 0 gr. 72 
et dans le lait de chienne seulement 0 gr. 12 de fer, c’est-a-dire que 
les cendres du lait étaient six fois moins riches en fer que celles du 
jeune animal. 

Comme I’animal en lactation ne puise pas ailleurs que dans le lait 
ses éléments minéraux, il semblait donc ou que le fer fit en défaut ou 
que les autres éléments fussent en excés, et M. Bunge, qui parait étre un 
téléologiste, ne pouvait étre satisfait de ces conclusions. I] a done cher- 
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ché et trouvé l’explication de cette contradiction apparente; c’est que 
le jeune mammifere a fait a sa naissance une provision de fer qu’il dis- 
tribue ensuite dans ses organes, de sorte que la proportion par kilo- 
gramme de poids vivant va en diminuant, Ainsi un jeune chien contient, 
10 heures aprés sa naissance, 0 gr. 141 de fer par kilogramme. Dans 
un autre chien de la méme portée, il n’y en avait plus que 0 gr. 096 
aprés 3 jours, et dans un autre que 0 gr. 079 aprés 4 jours. Zaleski a 
fait voir que le foie du chien, débarrassé de son sang par un lavage a 
leau‘sucrée, était de 4 a9 fois plus riche en fer dans l’animal nouveau- 
né que chez l’animal adulte. 

M. Bunge donne de ce fait une raison qui semble un peu hypothé- 
tique et que nous ne reproduirons pas. Je me contente de faire remar- 
quer que ces différences dans ]a composition minérale des cendres de 
Vanimal jeune et de l’animal adulte doivent étre rapprochées des 
différences si souvent constatées dans la facilité d’implantation des 
microbes suivant les ages. Depuis que les expériences de M. Raulin 
nous ont montré limportance exceptionnelle des éléments minéraux 
pour la vitalité des espéces microscopiques, rien dans cet ordre de 
faits ne peut nous laisser indifférents. Pee 


LenmMann. — Recherches sur le bacteriwm phosphorescens de Fischer. 
Centralbl. f. Bact., t. V, p. 785. 


Ce mémoire comprend une partie morphologique sur laquelle je 
passe rapidement, parce qu'il est impossible de la résumer. La culture 
du microbe réussit bien sur les divers milieux a la gélatine, dans le 
lait, le bouillon, sur Ja viande cuite, les poissons crus et cuits, les 
pommes de terre. Elle se fait toujours bien mieux quand on ajoute au 
substratum environ 3 0/0 de sel marin. Dans les trés jeunes cultures 
dans du bouillon salé, le micrube se présente sous la forme d’un court 
bacille & bouts arrondis, quelquefois tellement court qu’il prend une 
forme ovale ou ronde. Ces derniéres formes dominent dans les vieilles 
cultures, et se mélangent de formes d’involution bizarres, en sperma- 
tozoide, en fuseau, etc. On n’a jamais vu de spores, et le bacille est 
toujours immobile. 

C’est a la surface des cultures que la phosphorescence apparait. 
Elle exige la présence de l’oxygéne. En l’absence de ce gaz, le microbe 
peut se multiplier, mais ne luit pas dans Vobscurité. Lorsqu’on le 
cultive sur de la gélatine colorée par du bleu de méthyléne, il pousse 
a la fois 4 la surface et dans les profondeurs, mais a la surface les 
batonnets sont colorés en bleu; ils sont incolores ailleurs. Quand une 
fente dans la gélatine permet 4 Poxygéne de pénétrer, les parties qu’il 
baigne bleuissent 4 leur tour, Ceci prouve qu’en l’absence d’oxygene, 
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les bactéries réduisent le bleu de méthyléne. On n’a pourtant pas 
observé qu’elles puissent devenir des ferments 4 dégagements gazeux. 

La phosphorescence n’exige pas seulement le contact de l’air, elle 
semble aussi étre en rapport avec la dose d’acide. Hn ajoutant 0 gr. 3 
d’acide sulfurique a 10° de bouillon neutre trés phosphorescent, ce qui 
correspond a 3 0/0 d’acide, la phosphorescence disparait. Elle reparait 
plus faible quand on neutralise avec la potasse, et disparait de nouveau 
quand on rend le liquide alcalin. 

L’auteur s’est ensuite demandé si la phosphorescence résultait d’un 
phénoméne intracellulaire, ou était due a l’oxydation d’une matiére 
séerétée par le microbe. Il penche pour la premiére conclusion, aprés 
avoir observé : 1° que le liquide débarrassé des microbes par une 
filtration, cesse par la d’étre phosphorescent; 2° que les températures, 
et généralement toutes les conditions qui font mourir le microbe 
détruisent aussi la phosphorescence ; 3° que beaucoup d’antiseptiques, 
sublimé, acide borique, acide salicylique, acide phénique, chloroforme, 
éther, alcool, benzol, xylol, sulfure de}carbone, etc., sont dans le 
méme cas. S’il y avait une substance photogéne sécrétée par le 
microbe, il serait bien étonnant de la voir sengible a tant d’influences 
diverses qui, au contraire, ont cela de commun qu’elles font périr plus 
ou moins rapidement le bacille. Il est done plus nature! de voir dans 
sa phosphorescence le résultat d’une action protoplasmique au contact 
de lair. 

M. Lehmann confirme ces résultats par l'étude de l’action de sub- 
stances qu’il appelle toxiques et qu'il sépare, je n’ai pu découvrir 
pourquoi, des substances antiseptiques, 4 moins qu'il ne prenne ce mot 
toxique au regard des étres supérieurs. Mais cela méme ne serait pas 
une raison suffisante, comme on peut s’en convaincre une fois de plus 
par le travail de M. Behring analysé dans ce méme numéro. Quoi qu'il 
en soit, il trouve que l’oxyde de carbone est pour le microbe un gaz 
aussi indifférent que l’acide carbonique, que l’hydrogéne sulfuré le tue 
rapidement, et qu’en mélangeant a du bouillon phosphorescent un 
volume égal d’une solution d’alcaloide, on a les résultats suivants. 

Les sulfates de morphine, de caféine, et la saponine paraissent sans 
action. Le sulfate de strychnine affaiblit beaucoup la phosphorence 
aprés deux jours, et la fait disparaitre aprés quatre. Le sulfate de 
quinine affaiblit la phosphorescence en moins d’une heure, la fait dis- 
paraitre en 24 heures, et, au bout de deux jours, rend le microbe 
incapable de se reproduire. 

Ce microbe semble n’étre pathogéne ni pour l’homme ni pour les 
animaux, 


Dx, 
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Meetine pE MAnsion-House 


Le 1° juillet 1889 a eulieu 4 Mansion-House, sous la présidence du 
lord-maire de Londres, un meeting pour. discuter les mesures a 
prendre contre l’augmentation des cas d’hydrophobie en Angleterre. 
Apres lecture d’une chaleureuse lettre du prince de Galles et d’autres 
lettres non moins éloquentes de MM. Stokes, Tyndall, Huxley, etc., le 
meeting, oll se trouvait presque tout ce que l’Angleterre compte 
de savants et d’amis de la science, a voté les résolutions suivantes : 

« 1° Le meeting est convaincu de l’efficacité du traitement antira- 
bique découyert par M. Pasteur, 

« 2° Le meeting désire exprimer la reconnaissance du peuple de la 
Grande-Bretagne et de l’Irlande 4 M. Pasteur et a ses collaborateurs 
pour laide généreuse qu’ils ont donnée a plus de 200 Anglais, mordus 
par des chiens enragés. _ 

« 3° Le meeting invite le lord-maire 4 réunir un fonds dans le 
double but d’offrir une donation convenable a I’Institut Pasteur, et de 
pourvoir aux dépenses des sujets anglais mordus par des chiens 
enragés, et qui sont incapables de payer leur voyage a Paris. 

« 4° Le meeting, tout en reconnaissant la valeur du traitement de 
M. Pasteur, et en prenant des mesures pour pourvoir au traitement 
des personnes qui seront mordues a Il’avenir par des chiens enragés 
dans ce pays, est d’avis qu’on pourrait faire disparaitre la rage de ces 
jles, et invite le gouvernement a présenter sans délai un bill ordonnant 
le musellement simultané de tous les chiens de la Grande-Bretagne, 
suivant le plan de la Société de la prévention de la rage, et établissant 
une quarantaine de durée raisonnable pour tous les chiens importés. 

« 5° Le meeting désire offrir ses remerciements cordiaux au lord- 
maire pour le grand intérét qwil a porté 4 cette ceuvre importante et 
pour avoir présidé dans cette occasion. » 


Profitons de cette courte excursion en dehors de notre domaine, 
pour annoncer la création de deux nouveaux instituts antirabiques, 
l'un & Mexico sous la direction de M. Liceaga, et l’autre & Bologne, 
sous la direction de M. le professeur Murri, 


Jerre 
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Personnes traitées mortes de la rage. 


Watetry (Patrice), 7 ans, de Newry, Irlande, mordu le 
3 mai 1889, par le chien d’un voisin, quia disparu aprés avoir 
mordu cing autres personnes. Waleley porte a la partie externe 
de l’ayant-bras droit une morsure profonde qui a beaucoup sai- 
gné. A la partie inférieure du bras droit, une blessure légére. 
Sur le dos de la main droite une morsure pénétrante, a la paume 
de la méme main une plaie profonde. Les deux blessures de la 
main ont donné beaucoup de sang. Cautérisation au crayon de 
nitrate d’argent une demi-heure apres. 

Waleley a élé mis en traitement le 20 mai, 17 jours apres la 
morsure. Le traitement a pris fin le 3 juin. Le 9 juin, lenfant 
est tombé malade, se plaignant de douleurs a la téte. Il est mort 
le 43 juin. 


Personnes prises de rage dans le cours du traitement. 


Coupurter (Gustave), 7 ans, de Noyarey, prés Grenoble, Isére. 
Mordu le 9 juin 1889 par un chien venant d’une localité éloignée 
de 15 kilométres. Ce chien a mordu une autre personne et deux 
chiens dans la commune de Noyarey. Le bulbe du chien mor- 
deur, inoculé 4 des cobayes, leur a donné la rage. 

Coudurier porte une blessure dans le cuir chevelu partant 
du milieu du crane et aboutissant sur le front a la naissance des 
cheveux. Elle a sept centimetres de long et a beaucoup saigné. 
La paupiere supérieure droite a été fendue, cette morsure a donné 
beaucoup de sang. 

Les blessures de Coudurier ont été lavées a l’eau phéniquée, 
une heure apres. 

Mis en traitement le 15 juin, Coudurier est pris de rage le 
24 juin. 
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STATISTIOUE ! DU TRAITEMENT PREYENTIF DE LA RAGE. — JUIN 1889. 
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4. La colonne A comprend Jes personnes mordues par des animaux dont la 
rage est reconnue expérimentalement; J.a colonne B celles mordues par des ani- 
maux reconnus enragés 4 ]’examen vétérinaire; La colonneC les personnes mordues 
par des animaux suspects de rage. 


Les animaux mordeurs ont été : 
Chiens, 143 fois; chats, 24 fois; cheval, 1 fois; Ane, 4 fois. 
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Le Geérant : G. Masson. 
Se SSS Sgesreseasiesos-ooeseeseiaones 
Sceaux. —Imprimerie Charaire et fils. 


